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1. Resumen

La superfamilia de las ribonucleasa A incluye proteinas de propiedades muy diversas,
entre ellas RNasas altamente catidonicas con propiedades antipatégenas como:
bactericida, antihelmintica y antivirica. Las dos principales RNasas con capacidad
bactericida son la RNasa 3, también conocida como Proteina Cationica de Eosinofilos,
(RNasa 3/ECP), y la RNasa 7, denominada también RNasa derivada de piel. La RNasa
3/ECP fue originalmente identificada como factor liberado por eosinoéfilos y sus niveles
fisiologicos son marcadores ya establecidos en el asma y en varios tipos de
inflamaciones y/o infecciones.

En este proyecto se plantea establecer cudl es el mecanismo molecular de accion
bactericida de la RNasa 3, que presenta abundancia de argininas en su superficie, asi
como estudiar la potencial participacion de la actividad ribonucleasa en el proceso. La
RNasa 7 es otra ribonucleasa implicada en el sistema inmunitario de defensa, de
caracter igualmente catidnico, en este caso debido a la abundancia de lisinas en su
superficie. El conocimiento de esta proteina procede de su purificaciéon a partir de un
extracto de epidermis. Su actividad ribonucleasa en las descamaciones epiteliales puede
ser uno de los principales factores de degradaciones del RNA en las manipulaciones de
laboratorio. Su mecanismo de accién aun estd por estudiar en detalle. Esta proteina
presenta una actividad RNasa superior en relacion a la RNasa 3/ECP y al mismo tiempo

una actividad bactericida ligeramente superior.

La hipdtesis de trabajo para el estudio de la RNasa 3/ECP es la identificacion de las
regiones determinantes de su actividad bactericida. Para ello se han realizado varias
aproximaciones: a) la utilizacion de péptidos resultantes de escision quimica y
enzimdtica limitada b) la utilizaciébn de péptidos sintéticos y c) la utilizaciéon de
mutantes en modelos de expresion a pequefia escala que expresan la proteina en su

forma soluble.

Por otra parte, el presente trabajo representa la puesta a punto del primer protocolo de
expresion de RNasa 7 recombinante con elevado rendimiento. Se realizd un estudio
comparativo entre las dos variantes de la RNasa 7 identificadas a partir de cDNA de

queratinocitos (variante P75Y93) y de cDNA proveniente de rifion (variante A75H93).



La hipdtesis de trabajo para el estudio de la RNasa 7 es la caracterizacion de su
actividad antibacteriana para las dos variantes identificadas comparandolas entre ambas
y al mismo tiempo con la RNasa 3. Las propiedades diferenciales de estas proteinas nos
facilitaran la comprension de su funciéon in vivo, durante el proceso de respuesta

inmunitaria.

Adicionalmente se pretende poner a punto, nuevos protocolos de cocristalizacion de la
RNasa 3/ECP con potenciales ligandos naturales, para identificar los residuos de

interaccion con componentes de la pared bacteriana.

Para todos estos estudios se utilizaron las siguientes metodologias:

—Para la obtencion de péptidos derivados de la RNasa 3/ECP se disefié un protocolo de
escision enzimatica y quimica. Los péptidos se separaron por gel filtracion o por
cromatografia de fase reversa.

—La ECP/RNasa 3 y la RNasa 7 recombinantes se expresaron en E. coli BL21DE3.

—Se clond el gen de la RNasa 7 en el plasmido de expresion pET11c para su expresion
a gran escala como proteina recombinante. El protocolo se ha optimizado en nuestro
laboratorio. En dicha expresion la proteina recombinante se agrega formando cuerpos
de inclusion, y se recupera mediante su solubilizacion y procesos de replegamiento y
posterior purificacion por intercambio cationico. La segunda variante conocida de la
RNasa 7 se obtuvo por mutagénesis dirigida y se expresaron ambas de la misma
manera. En caso de requerir la proteina para procesos de cristalizacion se purifica
adicionalmente por cromatografia de fase reversa.

—Las proteinas recombinantes también fueron expresadas a pequefia escala de forma
soluble en E. coli Rosetta Gami®, en un sistema de expresion que permite realizar un
cribado de diferentes mutantes y variantes de las ribonucleasas en estudio, en funcion
de sus efectos sobre la viabilidad del cultivo bacteriano. Dicha viabilidad celular fue
evaluada mediante la cuantificacion de los niveles de ATP.

—La actividad ribonucleasa de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 se estudiard in vivo,

mediante extraccion y analisis del RNA celular bacteriano.



2. Introduccién

En esta introduccion se incluye una revision bibliografica, sobre las dos
proteinas de estudio RNasa 3 y RNasa 7 (Fig. 1), detallandose los aspectos moleculares
que tengan una relacion con el alcance del trabajo de esta tesis. Se ha presentado un
breve hilo argumental que introduzca la descripcion de los modelos de envueltas
bacterianas, para abordar los aspectos tedricos sobre la interaccion de estas proteinas
para ejercer su efecto antibacteriano. Tampoco se descuidara la conexion de los estudios

bioldgicos con las implicaciones fisioldgicas y algunas aplicaciones terapéuticas.

?g-:".. ¥
A\

RNasa 3/ECP RNasa2 (EDN) RNasa5(Angiogenina) RNasa7

Fig. 1 Figuras esquematicas de la estructura tridimensional de RNasas representativas
de la superfamilia de la RNasa A, denotando la similitud estructural entre ellas.
Extraido de Boix & Nogués (2007) y Huang et al (2007) para la RNasa 7.

2.1 La superfamilia de la Ribonucleasa A

La superfamilia de proteinas de la Ribonucleasa A, a la que pertenecen la
RNasa 7 y la RNasa 3/ECP, se distingue por ser un grupo de proteinas de cadena
polipeptidica tnica, estabilizada por la formacion de puentes disulfuro. Todas
son capaces de degradar en mayor o menor grado polimeros de RNA. Todas las
proteinas de esta familia comparten una homologia de secuencia significativa a
pesar de llevar a cabo funciones muy diferentes tanto en un mismo organismo

como en diferentes especies (Cho et al, 2005; Rosenberg & Dyer, 1995)

A partir de las secuenciaciones que se hicieron en los afios ochenta de las
ribonucleasas, muchas de ellas identificadas inicialmente por otras propiedades y
no por su actividad ribonucleasa, se pudieron incluir en una amplia familia
(Beintema et al 1986, 1977). Para el genoma humano se reconocieron 8§ RNasas

que conservaban actividad ribonucleasa, aunque con eficiencias muy variadas.



Asimismo este grupo presenta 5 secuencias divergentes. Como ya se ha
comentado, dentro de la superfamilia (Fig. 2), todas ellas conservan una serie de
caracteristicas comunes (Cho et al 2005, Rosenberg & Dyer, 1995) que se pasan

a enumerar:

- Presencia de un péptido sefial de secrecion, que ayuda a vehiculizar la proteina

naciente.

- 6 a 8 cisteinas internas en posiciones equivalentes que formaran puentes

disulfuro para estabilizar la proteina.

- Dos histidinas que forman parte del centro activo.

- Una lisina conservada en la secuencia, que participa en el mecanismo de

catalisis.

Se comenta a continuacion las propiedades de las RNasas 2 y 3, secretadas por
eosinodfilos. Los eosindfilos expresan la RNasa 3/ECP, durante los procesos
inflamatorios y inmunitarios. Curiosamente, los eosinoéfilos son un tipo celular
minoritario entre los leucocitos, que no son en esencia citotoxicos y que su
funcioén es la de promover la respuesta de otros tipos celulares. En 1983 el grupo
de Gleich identifico la RNasa 3/ECP en un extracto del cual se aislé previamente

esta proteina denomindndola proteina cationica de eosinofilo.

Las dos RNasas de eosin6filo (RNasa 3/ECP y la RNasa2/EDN) emergen
como duplicaciones génicas ocurridas en la transicion de primates del Viejo
Mundo al Nuevo Mundo (Fig. 3), alrededor de unos 50 millones de afios atras.
Aunque todas conserven su actividad ribonucleasa, las secuencias son altamente
divergentes. La conservacion de la actividad ribonucleasa a lo largo de la
evolucidon podria explicarse por su accion sobre el RNA de diversos tipos de
patogenos, como por ejemplo, el caso del virus de sincitio respiratorio (SRV) tal

como se apunta en la bibliografia (Domachovske et al 1998).



Figura 2. Alineacion de secuencias de aminodcidos de seis miembros humanos, definiendo
cinco linajes distintos de la familia génica de la RNasa A. Las cajas sombreadas adjuntan
ocho cisteinas e histidinas cataliticas y lisinas; las cajas abiertas adjuntan otros residuos
conservados adicionales. ECP: proteina cationica de eosindfilo, EDN: neurotoxina
derivada de eosindfilo; RK6: ribonucleasa K6, HPR: ribonucleasa Pancredtica Humana;
R4: ribonucleasa 4, ANG: angiogenina. Figura reproducida de Rosenberg and Dyer
(1995).
Otros papeles fisiologicos para estas ribonucleasas radican en la
modulacion de respuestas inmunologicas o en general del desarrollo de otros
tipos celulares, como es el caso de la angiogenina, el caso de la EDN o de la

RNasa 3/ECP.

Otro estudio evolutivo de Zhang, Rosenberg y colaboradores (2002),
refrendado por la revision de Wang y colaboradores (2007), de los ancestros
evolutivos de la EDN y la RNasa 3/ECP, indicaron la participacion de la Argl32

y la Phe64 en el incremento de la actividad ribonucleasa para EDN.

En relacion a los estudios evolutivos de las RNasas de eosinofilo en
mamiferos es necesario mencionar las EAR’s (eosinophil associated
ribonucleases). Entre las RNasas de eosinofilo (EAR), caracteristicas de
especies roedoras, existe un grado de divergencia interespecie muy elevada (Fig.

3a) (Zhang & Rosenberg 2002). Por otra parte, encontramos RNasas bien



diferenciadas en filums lejanos que también se encuentran implicadas en la

defensa inmune innata (Cho et al, 2005).

Figura 3a. Arbol filogenético que presenta las relaciones entre RNasas de diferentes linajes,
generado  por el  software  Mega 4.0  Evolutionary  Genetics  software
(http://www.megasoftware.net/) Extraido de Zhang & Rosenberg 2002
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Figura 3b. Arbol filogenético mds detallado dentro de la evolucion de los primates. Extraido de
Wang et al (2007).



2.2 Ribonucleasas con actividad antibacteriana

La RNasa 3, denominada también RNasa 3/ECP (eosinophil cationic
protein) y la RNasa 7 (skin derived ribonuclease) son ribonucleasas de la
superfamilia de la Ribonucleasa A con una identidad de secuencia del 37% (Fig.
4). Ambas poseen una actividad antibacteriana de similares caracteristicas
(Torrent et al, 2009a). Ambas proteinas tienen una actividad catalitica sobre el
enlace 3’5’fosfodiester del RNA. La RNasa 3 comparte ancestro comun e
identidad de secuencia elevada con la Ribonucleasa 2 o EDN (eosinophil
derived neurotoxin), aunque esta ultima no presenta una capacidad

antibacteriana significativa (Boix & Nogués, 2007).

Figura 4. Comparacion de alineamiento de secuencias entre la RNasa 3 y RNasa 7 con
indicacion de las estructuras secundarias para la RNasa 3 (Torrent et al, 2009a)

A lo largo de la evolucion, en los primates, se postula que los genes para
estas proteinas surgieron de duplicaciones de un gen ancestral comiin de la
superfamilia de la ribonucleasa A (Rosenberg et al 2008, Zhang et al 2002).
Dichas duplicaciones acumularon independientemente una serie de mutaciones
que se traducirian en un alto nimero de aminodcidos catidnicos en la superficie,
ya fuera lisinas como en el caso de la RNasa 7 o argininas como en el caso de la
RNasa 3/ECP. Este proceso proporciond probablemente una actividad
antibacteriana, antihelmintica y citotdxica por interacciones fisicas con la pared
de las bacterias y otros patdogenos que presentan en su superficie una carga
negativa neta, asi como ocurre con las células cancerigenas. Esta propiedad
catidnica resultd ser mas importante para la funcion de la proteina que la propia

actividad ribonucleasa en cuanto a su actividad citotdxica y por ello esta



propiedad habria sido seleccionada favorablemente a lo largo de la evolucion. El
caracter cationico de estas proteinas es per se un rasgo biofisico distintivo
compartido con numerosos péptidos antimicrobianos (Andreu & Rivas 1998), lo
cual parece indicar que existe una evolucion confluyente en este aspecto y que el
mecanismo molecular de accidon sobre las bacterias pudiera ser parecido. Esto
constituird una de las hipdtesis de trabajo para realizar la investigacion con
péptidos provenientes de la fragmentacion de la RNasa 3/ECP. El mecanismo
molecular de su accion bactericida atin no se conoce completamente a pesar de
su identificacion ya en los afios 70 (Olsson et al 1972) y el estudio de su
actividad RNasa (Gullberg et al, 1983). Tampoco se han podido dilucidar
totalmente los pormenores sobre la implicacién de la actividad ribonucleasa en
su funcion antibacteriana o cual es el mecanismo preciso para saltar las barreras
de las diferentes envueltas bacterianas como es el caso de la cubierta de
lipopolisacaridos en las bacterias Gram-negativo. Para poder analizar la
contribucion de las diferentes envueltas de la célula procariota, se presentara un
breve repaso de sus propiedades, asi como los estudios previos de interaccion de

las dos RNasas con la pared bacteriana.

2.3 Otras propiedades antipatogenas de las ribonucleasas

En esta seccidn se resumird los efectos citotoxicos de las dos ribonucleasas sobre
otros patogenos, tanto frente a parasitos de tipo helmintico, como protozoos y
virus. Este planteamiento, anticipa el hecho de que las ribonucleasas atacan un
amplisimo rango filogenético de patdogenos de manera mas o menos inespecifica
lo cual la hace apta para aparecer dentro del arsenal inmunolégico de la
respuesta innata. La actividad citotoxica frente a organismos procariotas se

detallara en una seccion posterior.

2.3.1 Actividad antiparasitaria

Esta actividad es una de las propiedades biologicas de la RNasa 3/ECP mejor
caracterizadas, dados los numerosos datos experimentales y de hecho los mas
tempranos en la literatura, habiéndose iniciado por los trabajos con eosinofilos

de McLaren y colaboradores (1977). Dichos autores demostraron que los



eosindfilos podian matar pardsitos del género Schisostoma. La muerte que
provocan a los parésitos, como se demostrd en estudios con Brughia (Hamann
1990b), requiere una activacion de los eosinofilos que se traduciria en liberacion
de factores (lo que comportaria una degranulacion) inducida por la presencia de

inmunoglobulinas.

McLaren y colaboradores (1978) demostraron que las proteinas cationicas de
eosinofilos eran las implicadas de manera equimolar, en lesionar y matar S.
mansoni, cosa que acontecia con mayor virulencia que otros farmacos

especificos para este tipo de patologia.

Es destacable que la sensibilidad de estos parasitos a las ribonucleasas cationicas
depende de su estadio de desarrollo, siendo el estadio temprano, el mas
susceptible a la RNasa 3/ECP. En ese estado la proteina ataca la membrana del
tegumento. Estudios posteriores, como el del grupo de Ackerman vy
colaboradores (1985), demostraron una mortalidad de los parasitos de 8 a 10
veces mayor cuando se trataba con RNasa 3/ECP que con cualquiera de las otras
proteinas cationicas de eosindfilo (con concentraciones de 0.3 a 2 uM) a pesar
de que la proteina MBP (major basic protein), también presente en los granulos

de secrecion, es mayoritaria en las secreciones de los eosinoéfilos.

En lo que respecta a protozoos, el género Trypanosoma es susceptible de ser
atacado por ecosindfilos por dos vias: la internalizacion de las proteinas
cationicas de eosinofilo en el fagolisosoma del tripanosoma o la adhesion directa
del eosindfilo a la superficie del parasito. Segun el trabajo de Molina y
colaboradores (1988) se pueden discernir dos mecanismos diferentes en la
accion sobre los parasitos en funcion de las inhibiciones que se pueden dar: la
inhibicion de los efectos de la RNasa 3/ECP y MBP por polianiones indicaria un
mecanismo electrostatico mientras que el inhibidor de ribonucleasas (RI)
suprime los efectos de la proteina EDN (eosinophil derived neurotoxin),
deduciéndose que es la actividad ribonucleasa de esta ultima proteina, la

principal caracteristica para realizar su accion antiparasitaria.



Otros estudios situan a la RNasa 3/ECP como proteina citotoxica mas potente
que la EDN en el caso de Trichinella spiralis, Schistosoma mansoni, Brugia
Pahangi y Brugia malayi (Hamann et al 1990b, Mc Laren et al 1986). Estos
trabajos mostraron la incapacidad del inhibidor de ribonucleasas para eliminar la
toxicidad de la molécula, y la eficacia de los polianiones como agentes
bloqueantes. Esto lleva a la conclusion de que los grupos catidonicos de la RNasa
3/ECP interaccionan con la superficie electronegativa de los pardsitos como

inicio de su mecanismo molecular de accion antiparasitaria.

2.3.2 Actividad antifiingica

Se conocen ampliamente una familia de proteinas denominadas ribotoxinas (Kao
et al 1995) que son capaces de penetrar en varios tipos celulares y lisarlos en
funcion de su actividad ribonucleasa sobre el RNA ribosémico, la cual cosa
inhibe la sintesis de proteinas. Las ribotoxinas comparten ademas la
particularidad de atravesar membranas de forma inespecifica. Sin embargo, en la
superfamilia de la RNasa A so6lo se ha descrito actividad antifungica para la

RNasa 7 (Huang et al, 2007).

2.3.3 Actividad antivirica

La actividad contra virus, en células infectadas, estd ampliamente
establecida, ya desde el trabajo de Domachovske y colaboradores (1998) en el
que se utiliza el modelo de infeccion del virus del sincitio pulmonar sobre
células Hep-2. Para ese fin se expresd la proteina por transfeccion mediante
baculovirus en células de insecto, esto se hizo asi para asegurar la expresion de
la proteina recombinante con las modificaciones postraduccionales lo mas
parecidas posibles a las modificaciones en las células humanas, principalmente
en relacion a las glicosilaciones. Los resultados probaron una actividad
antivirica moderada de la RNasa 3/ECP (con respecto a la EDN) capaz de
reducir el titulo virico mas de 6 veces. Dicha actividad era totalmente
dependiente de la actividad ribonucleasa, tanto por paralelismo entre ambas
actividades como por silenciamiento de la actividad antivirica con la inhibicion

de la actividad ribonucleasa.
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2.4 Citotoxicidad frente a células del huésped

Esta ampliamente establecido que los eosin6filos estan implicados en procesos
inflamatorios patoldgicos, llegando incluso a provocar reacciones exacerbadas
con lesion de células del propio organismo huésped (Koh et al, 2007). Esto
ocurre en el asma o en las infecciones por parasitos. También se ha observado su
participacion en otras patologias como los procesos patologicos digestivos
(Garcia-Rubio et al, 2007). Estos eventos de lesion al propio organismo estan

mediados por las proteinas de sus granulos de secrecion.

Estudios inmunohistoquimicos han demostrado una gran correlacion
entre los niveles de RNasa 3/ECP y las necrosis de diferentes 6rganos afectados
de inflamacion mediada por eosindfilos (corazédn, intestino, piel y vejiga

urinaria) como indica la revision de Fredens y colaboradores (1991).

Los experimentos de Tai y colaboradores (1982) con sobrenadantes de
extracciones de eosindfilos (pero no de neutrofilos) demostraron toxicidad sobre
cultivos de células cardiacas de rata y el efecto era inhibido por la heparina. Ese
efecto se explicd por un aumento en la absorcidon de oxigeno, inducido por un
aumento andémalo de la permeabilidad de las membranas. Podia establecerse una
relacion de los efectos citotoxicos de la RNasa 3/ECP con sus efectos biofisicos

sobre las membranas.

Otros estudios (Molina & Kierszenbaum, 1988) encontraron depdsitos de
las proteinas catidonicas de eosindfilo en mioblastos lesionados tras incubarlos
con eosinofilos y Trypanosoma cruzi. También se encuentra dafio cardiovascular
asociado a la hipereosinofilia crénica, asociado a su vez a las secreciones de

eosinofilos (Tai et al 1982).

Una lesion celular que requiere especial interés es la neurotoxicidad
descrita ya en 1933 por Gordon. Se inyect6 un extracto de nodulos linfaticos de
la enfermedad de Hodgkin a conejos, los cuales presentaron descoordinacion,

ataxia y luego muerte. Posteriormente, en 1938 Turner y colaboradores
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atribuirian este efecto (denominado efecto Gordon) a los eosinofilos,
describiéndolo como una afectacion de las células de Purkinje y degeneracion de
la sustancia blanca del cerebelo, lo cual afectaria dramaticamente a la funcién
motora. El efecto Gordon seria reproducido en un trabajo de Fredens y
colaboradores (1988) con un minimo de 0.1 ug de RNasa 3/ECP y un minimo de
3.5 pg para la EDN. A pesar de no aparecer dicho efecto en situaciones
fisioldgicas, si que se han constatado anomalias neurologicas secundarias que
han sido provocadas por una eosinofilia previa (Chusid et al 1975) o casos en los
que se encuentran niveles altos de RNasa 3/ECP en liquido cerebroespinal en

casos de desordenes neuronales (Hillgren et al 1983).

Por otra parte, comentar que existen efectos sobre el desarrollo y la
divisiéon celular de la RNasa 3/ECP sobre algunos tipos celulares, como es el
caso de la inhibicidn sobre el crecimiento células de mamifero que han descrito
Maeda y colaboradores (2002) o como el trabajo de Carreras et al (2005) en el
cual se estudia la contribucion de los residuos de superficie de la proteina en la
inhibiciéon del crecimiento de células de mamifero en cultivo, siendo los
catibnicos de importancia critica. No obstante otros efectos pueden ser
estimuladores de la actividad inmunitaria y desencadenan la respuesta
inflamatoria (Venge, 2004). El ultimo trabajo al respecto de efectos sobre células
propias corresponde a Zagai y colaboradores (2009). Los autores se preguntaban
que efectores podian ser los que estaban induciendo la migracion que
normalmente se da en fibroblastos para generar las fibrosis caracteristicas en los
procesos asmaticos. Teniendo en cuenta el hecho de que los eosindfilos estan
implicados en el proceso consideraron la hipdtesis de que estuviese implicada la
RNasa 3/ECP. Pudieron observar que la RNasa 3/ECP estimulaba la migracion
de los fibroblastos, ademas de inducir algunos cambios morfologicos. Para
contrastar estos resultados probaron ademds como el secuestro de la RNasa
3/ECP por anticuerpos especificos inhibia sus efectos quimiotéacticos sobre los

fibroblastos.

El peso especifico del papel de la RNasa 3/ECP en la defensa
inmunolégica en general, resulta dificil de establecer dado que no es producida

por el principal tipo celular leucocitico. Por otra parte, no queda claro contra qué
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tipo de infeccion los eosinofilos estan presentes en niveles significativos y tienen
un rol mas relevante. Seglin los primeros trabajos ya comentados, parecia que la
actividad que podia conferir principal protagonismo a la RNasa 3/ECP podria ser
la antihelmintica. Sin embargo, numerosos estudios desde el trabajo de Lehrer y
colaboradores (1989) han ido consolidando las propiedades antibacterianas de la
RNasa 3/ECP (Rosenberg 1995, Carreras et al 2003). Uno de los tultimos
trabajos, (Yousefi et al, 2008), describe una nueva capacidad antibacteriana del
eosinéfilo en el que estaria implicada de manera crucial la RNasa 3/ECP asi
como el DNA mitocondrial del eosindfilo. Dicho DNA, que seria literalmente
catapultado hacia la infeccion (de hecho el mecanismo se dispara por sefiales
inmunolégicas asociadas) serviria de matriz en la que las proteinas de los
granulos de secrecion tendran un acceso facilitado a las bacterias objetivo de su
actividad. Por otra parte esa “malla” de DNA facilita también procesos de

fagocitosis sobre las bacterias.

Otro estudio que confiere una importancia cada vez mayor a la accion
bactericida es el publicado por Svenson y Wenneras (2005) en el que se
relaciona la activacion diferencial de los eosinodfilos en funcion del taxén
bacteriano que esté infectando, mas concretamente la produccion y activacion de
la RNasa 3/ECP aumenta en respuesta a la presencia de bacterias Gram-
negativo. Es importante citar el hecho de que donde se da mayoritariamente este
tipo de respuestas es en mucosas y particularmente en mucosas y epitelios
gastricos. Es probable que la extravasacion de eosindfilos a otros tejidos donde
actian pueda ser mds importante que su presencia en sangre. De hecho, los

autores describen como el epitelio gastrico puede tapizarse de este tipo celular.

Otro peso especifico, en esta ocasion mas hipotético que contrastado, en
la defensa inmunologica mediada por RNasa 3/ECP, se sugiri6 ya en el articulo
de Lehrer y colaboradores (1989). Se refieren a que alguna de las acciones de la
RNasa 3/ECP pudieran ser a nivel endogeno, fusionandose los granulos de los
eosinofilos con los fagolisosomas (Lehrer et al, 1989) para lisar bacterias que
consigan internalizarse en los eosinéfilos. En el trabajo mas reciente de Ulrich y
colaboradores (2008) la hipotesis de la accion enddgena vuelve a esgrimirse

como una posibilidad que venga ademas favorecida por los efectos de la
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nitracion de las proteinas de eosinofilos y el pH acidico de los granulos de

secrecion.

RNasa 3/ECP como marcador inflamatorio v alérgico.

La RNasa 3/ECP es utilizada como un buen marcador prondstico del
asma y de la inflamacion de vias respiratorias y se correlaciona bien con
parametros ventilatorios siendo incluso mas sensible que éstos para el
seguimiento de la evolucion de la enfermedad. Pudiéndose cuantificar los
niveles en suero, plasma, esputo, saliva y lavados broncoalveolares (Koh et al,
2007). Especificamente la evaluacion del esputo de vias respiratorias es un
marcador mas sensible de la severidad del asma que parametros ventilatorios
clasicos (y mas incluso que el recuento de eosinofilos que se venia haciendo de
los lavados broncoalveolares). No obstante, la recoleccion de muestras y
condiciones de la prueba diagnodstica deben de estar muy estandarizadas y ser
cuidadosas ya que parecen depender de factores como edad, farmacos, hébitos

del paciente, variacion estacional y otros.

2.5 Mecanismo de accion de las ribonucleasas antimicrobianas

2.5.1 Accion a nivel de las membranas celulares

Como entidad celular, todas las bacterias (tanto Gram-positivo como Gram-
negativo) poseen una bicapa lipidica con una composicion particularmente mas
rica en fosfolipidos cargados negativamente que las eucariotas. Las bacterias
Gram-negativo presentan una bicapa lipidica adicional externa a su envuelta de
mureina, denominada membrana externa. Esta bicapa es mucho mas permeable
que la membrana interna. Dicha envuelta posee unas proteinas transmembranas
denominadas porinas, que formando un complejo entre ellas forman canales
pasivos. Estos canales no permiten el paso de péptidos mayores de 5000 Da

(Boix & Nogués, 2007).
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En lo que respecta a la capacidad de interaccion de la RNasa 3/ECP con la
membrana citoplasmatica se han realizado estudios con liposomas modelo de
membrana procariota, donde se da una intima interaccion con la superficie de la
bicapa lipidica que incluye la penetracion de la proteina a una determinada
profundidad de la membrana (Torrent et al 2007). Este hecho, que podria
explicar el inicio de la desorganizacion de la membrana bacteriana, es lo que
fundamentard uno de los mecanismos de accidn antibacteriana de la RNasa 3 y
probablemente de la RNasa 7 (Torrent et al 2009a; Torrent et al., 2010). Una vez
producida esa interaccion intima con la membrana de forma masiva, se produce
un fenomeno de desestructuracion de la membrana, incluyendo una afectacion a
las curvaturas de la bicapa, que llevaria al colapso de la membrana. Este
mecanismo se conoce como “carpet-like” o “pseudo-alfombra”, un mecanismo
descrito ya hace afios para la accion de varios péptidos antimicrobianos
helicoidales, en el cual dichas moléculas recubren la membrana provocando
tensiones en su superficie (Fig. 5) (Oren et al 1998) . Se explicara el proceso en

mayor extension en el apartado relativo a la RNasa 3.

Figura 5. Dibujo esquematico de los dos mecanismos propuestos para la
permeabilizacion de membranas por parte de péptidos antimicrobianos: “barrel stave”
o “carpet-like” en el cual las hélices amfipdticas de los péptidos se disponen paralelas
a la superficie de la membrana. Extraido de Oren et al (1998).
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2.5.2 Accién a nivel de la pared celular bacteriana

En este apartado presentamos un resumen de lo conocido respecto a las
estructuras que componen la pared celular bacteriana como objetivos de las

ribonucleasas de nuestro estudio.

Mureina

La mureina o pared celular bacteriana es una estructura exclusiva de procariotas
y esta formada por peptidoglicanos que forman un biopolimero que cubre a toda
la bacteria. Los peptidoglicanos se componen a su vez de cadenas peptidicas
unidas de forma covalente a la N-acetil-glucosamina y al acido N-acetil-
murdmico, entrelazadas entre ellas. La estructura general de esta envuelta y su
dindmica siguen en discusion y varian entre grupos y especies de bacterias. No
obstante los estudios actuales apuntan a que se forma un entramado
perpendicular a la bicapa lipidica en una disposicion romboidal siendo las
esquinas de dichos rombos los ejes de las cadenas de glicanos y los lados de los
rombos los péptido que entrelazan cada cadena (Fig. 6). La distancia entre
cadenas de glicanos que precisamente dejan los puentes de péptidos, suele ser
entre 30 y 40 nm, por lo que el espacio de la luz es mas que suficiente para que
penetre una proteina del tipo de las ribonucleasas de nuestro estudio. A pesar de
que esta caracteristica haria pensar en un paso facilitado y limpio de las
ribonucleasas hacia la membrana plasmatica, el entramado imbricado que
presenta y la observada interaccion de la RNasa 3/ECP con los peptidoglicanos
(Torrent et al 2008) podrian suponer un obstaculo o en todo caso un freno para
la accion directa de las ribonucleasas sobre la membrana plasmatica que queda

cubierta por la capa de mureina.
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Figura 6. a) Representacion grafica
de la arquitectura general comun de
la pared celular de las bacterias
Gram-positivo. LTA (acido
lipoteicoico), WTA (acidos teicoicos
de la pared), PGN (peptidoglicanos)
v CM (membrana citoplasmica). b)
Representacion en detalle de la
estructura del peptidoglicano. c)
Detalle de los acidos teicoicos de la
pared (WTA) y de los acidos
lipoteicoicos (LTA). Modificado de
Fournier y colaboradores (Boix &
Nogués 2007)

Este biopolimero bacteriano presenta una estructura que puede contraerse o

distenderse en funcién de remodelaciones de la propia pared (en division celular

durante la fase logaritmica de crecimiento) o de procesos de resistencia a

osmosis. Este hecho hace que aumente o disminuye la luz del entramado de la

estructura del peptidoglicano, confiriéndole cierta dinamica, pero en lo que se

refiere a su comportamiento molecular, al estar constituido por una sola

molécula es tremendamente rigido (Dimitriev et al 2004). De ahi que en la fase

de crecimiento estacionario asociada a una rigidez de la mureina, las bacterias

puedan ser mas resistentes a la RNasa 3/ECP (Lehrer et al, 1989).
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Tras estudios realizados con Staphylococcus sp (Dimitriev et al, 2004), a la
mureina se le ha atribuido un modelo estructural tridimensional (lo que se
denominaria su estructura terciaria) que se caracteriza por explicar tres

caracteristicas basicas:

-Un alto grado de entrecruzamiento covalente (“cross-linking’) entre unidades

de formacion de dicha envuelta.

-Una alternancia en planos consecutivos (que segun el modelo al que se alude

presentan un giro de 60° respecto una trama de otra).

-Un crecimiento aposicional durante el cierre del septo centripeto.

En todo caso este modelo en bacterias Gram-positivo no sigue una estructura
similar a la quitina como se ha creido hasta ahora sino que forma largas hebras
cilindricas paralelas a la membrana, formadas por hélices dextrégiras de
glicanos en los que los puentes peptidicos se disponen paralelos a la membrana.
Este modelo se denomina de “contrachapado” (plywood) (Dimitriev et al 2004)
(Fig. 7). No presenta a la mureina como una estructura sencilla que repite el
mismo esquema simplemente aumentando el grosor, todo al contrario, en el caso
de las bacterias Gram-positivo al espesor de la pared se le suma una mayor
complejidad por el numero de capas superpuestas y los entrecruzamientos
producidos. Es perfectamente plausible que la dificultad de paso de una
molécula de tamafio considerable sea mucho mayor de lo esperado en una

hipotesis asentada en la simple adicion de espesor de capa.

Figura 7. Relaciones entre las direcciones de los planos de
division y la orientacion de las cadenas de glicanos. (a) La
célula de estafilococo tras la primera division. El plano de
division va a través del anillo ecuatorial, y las hebras de
glicanos corren concéntricamente hasta el final en ambos
hemisferios. (b) La célula tras la segunda division con la
subsiguiente alternancia de planos de division. (c¢) La célula
tras la tercera division con la subsiguiente alternancia de
planos de division. La flecha alrededor indica que para ver un
nuevo hemisferio la imagen debe girarse 90°. (d) Tres anillos
ecuatoriales producidos  por alternancia de planos de
division. La flecha indica la orientacion vertical de las
cadenas de glicanos en el modelo.(Dimitriev et al, 2004).
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2.5.3 Particularidades de las especies bacterianas Gram-negativo v Gram-positivo

Lipopolisacaridos

Los lipopolisacaridos (LPS) son exclusivos de las bacterias Gram-negativo (Fig.
8). Su parte lipidica esta constituida por lipidos anclados (esta parte de la
molécula se denomina genéricamente el lipido A) en la membrana lipidica externa
de este grupo de bacterias. El lipido A se halla interconectado al resto de las
cadenas glucidicas mediante un enlace B 1->6 a una N-acetil-glucosamina. Esta es
la parte més antigénica de la molécula. Presenta hacia el exterior una serie de
cadenas de glucidos unidos también de forma covalente. En ocasiones existe un
nicleo de 8 unidades de disacéridos repetitivos, llamado nucleo-O y después
ramificaciones consecutivas de oligosacaridos. Esta estructura retiene muchas
moléculas de agua ademas de quelar gran cantidad de cationes bivalentes que al

mismo tiempo confieren la rigidez a esta envuelta (Boix & Nogués, 2007).

En parte por la dificultad de crear modelos para su estudio y en parte por los pocos
datos disponibles, no se sabia como podrian traspasar esta barrera las
ribonucleasas antibacterianas. Se puede hipotetizar que la RNasa 3/ECP, dado su
caracter catidnico, puede competir con los cationes bivalentes de la propia
envuelta de LPS, desplazandolos y llegando a desestabilizar la propia estructura de
esta envuelta. Este es un mecanismo postulado para algunos péptidos catioénicos y
por eso mismo, para la RNasa 3/ECP que tiene un caracter altamente cationico,

podria resultar muy plausible.

Cabe decir que los LPS al ser moléculas altamente antigénicas (eso implica que
por si mismas pueden inducir reacciones tan severas como el choque séptico) es
necesario que sean arrestada de alguna manera y de ahi que el estudio de los
antibidticos cationicos como los péptidos de origen fisiologico, los antibidticos
peptidicos o la misma RNasa 3/ECP, con gran afinidad por dichas estructuras,
tenga un importante potencial farmacoldgico en funcién de las posibilidades para
abrir nuevas vias para el disefio de antibidticos e inhibidores de la accion del

lipido A.
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Figura 8. Representacion grdfica de
la arquitectura general de la pared de
una bacteria Gram-negativo. LPS
(lipopolisacaridos), OM (membrana
externa), PGN (peptidoglicanos), CM
(membrana  citoplasmica) 'y PO
(proteina porina). B. Estructura del
Lipopolisacarido . Las estructuras del
nucleo y el lipido A se tomaron de una
porcion de LPS de E. coli K-12.(Boix
& Nogués 2007)

Acidos teicoicos

Los 4acidos teicoicos, que se encuentran Unicamente en las bacterias Gram-
positivo, constituyen una estructura elongada variable de poliglicerolfosfato y
polialcoholes que se encuentran anclados a la pared de la mureina o en la
membrana interna, extendiéndose hacia el interior de la pared. Pueden constituir
otra barrera considerable a la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 por el hecho de que su
presencia modifica las propiedades electromecanicas de la pared de

peptidoglicano, debido a su caracter polielectrolitico.

2.6 RNasa 3 o Proteina Catidnica de eosinofilos (RNasa 3/ECP)

2.6.1 Localizacion y expresion

La RNasa 3/ECP se expresa principalmente en eosinofilos. Cuando es
expresada, existe un mecanismo de almacenamiento en granulos de secrecion
que viene dirigido por un péptido sefal en el extremo N-terminal de la proteina
naciente. Localizada en los granulos especificos de eosinofilos (Figs. 9 y 10) su

secrecion depende de la degranulacion de los eosinodfilos y viene desencadenada
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por mediadores como la histamina. El contenido de los granulos es heterogéneo
pero todas las proteinas de su interior comparten el caracter cationico; de hecho
la RNasa 3/ECP se encuentra compartiendo espacio con la EDN o la MBP
(major basic protein). Las vias de degranulacién son muy variadas asi como la
composicion de los granulos que liberan su contenido al exterior, perfilandose
tras extensivos estudios que pudiera ser un proceso especifico de especie (Boix
& Nogués, 2007). El interior del granulo tiene un caracter acidico que podria
inducir una conformacion diferente a la conformacion nativa y funcional de la
RNasa 3/ECP. Por otra parte, se piensa que alguna de sus modificaciones
postraduccionales pueden ayudar a estabilizar a la proteina en su interior (como
se comentard mas adelante en el apartado de propiedades de la RNasa 3/ECP).
También deberia tenerse en cuenta que antes de la secrecion la proteina atn se
encuentra con su péptido sefial, lo que comporta un pl menor y por lo tanto

propiedades probablemente diferentes.

Figura 9. Micrografia electronica
de un eosindfilo humano de
circulacion periférica, con un
lobulo en el niicleo (n) y dos de
los muchos granulos especificos
(sg). Micrografia electronica
preparada por Egesten (Lund
University, Suecia) extraido de
Rosenberg & Dyer, 1995 .

B e & ¥
- Figura 10. Tincion inmunohistoquimica de
L 'ﬁ:- células sanguineas con el anticuerpo anti-
. @ 09 RNasa 3/ECP EG2. Se puede ver una tincion
‘E‘ o P diferencial del eosinofilo Z”especto (?l resto de
= - células. Los dos neutrdfilos proximos al
Py eosinofilo  muestran la  misma tincion.
g.- *;. Extraido de Rosenberg & Dyer, 1995 .
- k
o,
.
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2.6.2 Propiedades, estructura génica y modificaciones postraduccionales.

La RNasa 3/ECP (nomenclatura enzimatica: 3.1.26.3) es una proteina de
15500 Da de masa relativa que puede variar ampliamente en funcion del grado
de modificaciones postraduccionales que pueda presentar (hasta 21000 Da). El
gen que codifica para dicha proteina se encuentra en el cromosoma 14, brazo
(14924), (Figs. 11 y 12). Se trata de un gen con 1 exén no codificante y otro
codificante que produce una proteina naciente de 165 aminoacidos (incluyendo
péptido sefial) (Hamann et al 1990a). Ambos exones se encuentran separados
por un intrén tal como se muestra en la figura 11. Tanto la secuencia del exon
no codificante como la del intron 1 potencian la actividad del promotor. En la
evolucioén del linaje de la RNasa 3/ECP ocurrié una deleccion de una secuencia
de 34 nucleodtidos en el promotor ocurrida en primates del viejo mundo y
hominidos; dicha deleccion se relaciona con un descenso de la actividad
transcripcional (Wang et al 2007). En la activacion transcripcional del gen, se
postula la intervencion de factores de diferenciacion de eosinofilos como la
proteina de union al potenciador CCAAT, NFAT-1 y PU.1. La implicacion de
estos factores pueden ayudar a entender parte del papel de la RNasa 3/ECP en

las funciones del eosinofilo.

Figura 11. Representacion de la estructura génica del gen de la RNasa 3/ECP humana.
Extraido de Venge et al (1999). Gen localizado en el cromosoma 14, presentando dos
exones, exl y exIl. Un elemento en el intron refuerza el promotor. Se indican con + los
aminodcidos basicos. Las cajas indican lugares de glicosilacion y las posiciones C, las
de cisteinas.
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Localizacion cromosomica: 14q24-q31

RefSeq genomica:
NC_000014.7 NT_026437.11

Figura 12 Descripcion y localizacion citogenética del gen de la RNasa 3/ECP.

Como se ha avanzado en el parrafo anterior, se han descrito una serie de

polimorfismos genéticos que afectarian al peso molecular de la proteina, ademas

de poder modificar sus propiedades. Actualmente el tUnico polimorfismo

identificado en la secuencia codificante es el polimorfismo Arg97Thr (Venge et

al, 1999), dicho polimorfismo introduce una secuencia de potencial glicosilacion.

Este hecho puede afectar a su funcion antibacteriana, como se explicard mas

adelante.

Para resumir, las principales propiedades de la RNasa 3/ECP se presenta a

continuacion la tabla 1.

Propiedades

estructurales

Propiedades

funcionales

Identidad de estructura

primaria

Localizaciones

Masa molecular 15500
(hasta 22000 por mod.
postraduccionales.)
(Venge et al, 1999)

165 aminoacidos con
péptido sefal
(Rosenberg et al, 1989)

Punto isoeléctrico 11.4
(Zhang et al., 2003)

Keat/Km :8500 M1 s°1

con 4cido oligouridilico
((Up)s U>P)

(Boix et al, 1999a)

Concentracion minima
inhibitoria (MIC) = 0.3-
0.5 uM (Torrent et al,
2009b)

RNasa A: 33 %

RNasa 7: 40 %

RNasa 2 (EDN): 67 %

Eosindfilos
pg/eosindfilo
Bartels 2001)

Neutréfilos
et al 2007)

a 04-17
(Pronk &

(Monteseirin

Tabla 1. Algunas de las propiedades principales caracteristicas de la RNasa 3/ECP
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Como se ha comentado anteriormente, la proteina cationica de eosindfilos se
sintetiza con un péptido senal para la vehiculizacion celular. La proteina se expresa
en eosindfilos y se acumula en los granulos de secrecion que son liberados por estas
células como parte de los mecanismos moleculares de respuesta inmunoldgica
innata. No obstante se ha podido comprobar que la RNasa 3/ECP se expresa en
otros tipos celulares del sistema inmunitario, como los neutréfilos (Monteseirin et
al, 2007) lo cual indica que puede actuar como molécula de defensa en los tejidos

en los que se ha producido una infeccion.

Respecto al mencionado grado de glicosilacion de la RNasa 3/ECP, podria tratarse
de un mecanismo por el cual la proteina puede variar su citotoxicidad. Se observa
como las formas mas glicosiladas son las menos citotoxicas (Trulson et al 2007).
El disefio de este mecanismo de activacion puede tener relacion con la inhibicion de
la toxicidad que presenta la RNasa 3/ECP para la propia célula, de manera que
hasta que no se desprenda de las glicosilaciones por la actividad glicosilasa
endogena y no sea secretada al exterior permanece menos activa (Trulson et al,
2007). Es de mencionar que varios articulos publicados utilizan en sus
experimentos RNasa 3/ECP extraida directamente de eosinofilos, molécula
funcional y estructuralmente diferente de la RNasa 3/ECP que se expresa en E. coli
sin glicosilaciones por tecnologia de ADN recombinante, como es el caso del

presente trabajo.

En las tltimas aproximaciones para el andlisis de la heterogeneidad de especies
moleculares de la RNasa 3/ECP, consecuencia de las modificaciones
postraduccionales, se ha utilizado la técnica SELDI-TOF, basada en un
reconocimiento antigénico de la RNasa 3/ECP previo a la espectrometria de masas
que potencia la resolucion de la misma (Eriksson et al, 2007). Con este método se
han diferenciado siete especies moleculares diferentes. Se ha comprobado que
mayoritariamente estas variantes dependen de glicosilaciones en las que se ha visto
que interviene el acido sialico, la galactosa y la N-acetilglucosamina. Dichas
modificaciones pueden variar en funcidon del estado inmunologico del individuo,
dado que la glicosilasa que podria escindir las glicosilaciones de la RNasa 3/ECP in

vivo se activa por sefiales inmunologicas.
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Estructura tridimensional

La RNasa 3/ECP consta de una cadena polipeptidica tnica de 165
aminoacidos (Rosenberg et al, 1989), cuyos 27 primeros del N-terminal
corresponden al péptido sefial. La estructura de la RNasa 3/ECP la forman tres
hélices alfa y seis laminas beta conectadas por giros (“coiled coils”) (Mallorqui-
Fernandez et al, 2000, Boix et al, 1999b) en el siguiente orden: N-terminal- al-
giro- oa2- giro-Bl- a3- giro-f2 giro-p3- giro-f4- giro-f5- giro-f6 giro-f7,

conformando una estructura general en forma de V (Fig. 13).

Figura 13. Diagrama esquemadtico de la estructura tridimensional de la RNasa
3/ECP, extraido de Boix et al (1999b)

Se forman varios puentes disulfuro que estabilizan la estructura, entre los
siguientes pares de cisteinas: 23 con 83, 37 con 96, 55 con 111 y 62 con 71
siendo los pares 55- 111 y 23-83 los principales que permiten que la proteina
tome su forma en V caracteristica acercando residuos lejanos para formar el
centro activo. A pesar de las mutaciones que dieron lugar a la cationizacion de la
proteina y a otras numerosas sustituciones, estos puentes de cisteina se han
mantenido a lo largo de la evolucién, indicando la importancia estructural que
tienen. Tal como se comento, la proteina presenta expuestas al exterior un alto
nimero de argininas (Fig. 14), en concreto 19, lo cual caracteriza su naturaleza
cationica, tanto es asi que el estudio de superficie de Conelly confiere a toda la

proteina una elevada carga neta positiva, con un punto isoeléctrico cercano a 11,
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similar al de algunos péptidos antimicrobianos catiénicos (Andreu & Rivas,

1998).

Figura 14. Representacion molecular de la superficie de la RNasa 3/ECP. Figura
diseriada de acuerdo con las coordenadas de la estructura cristalogrdfica de la RNasa
3/ECP, codigo de entrada PDB 1QMT (Boix et al 1999b). En esta representacion los
residuos hidrofobicos, basicos, acidicos y cisteinas estan en amarillo, azul, rojo y verde
respectivamente. Se indican las localizaciones de los residuos W10y W35. La figura se
creo con el programa Pymol (DelLano Scientific LLC).

Polimorfismos y modificaciones postraduccionales

Los primeros estudios que evidenciaron la heterogeneidad de la RNasa 3/ECP
viene del grupo de Per Venge y colaboradores (Olsson & Venge, 1972) cuando
separaron y purificaron por primera vez la RNasa 3/ECP mediante cromatografia
de intercambio cationico (Fig. 15). Tras llevar a cabo una evaluacion de la
heterogeneidad de la RNasa 3/ECP, pudieron dilucidar que se debian al grado de

glicosilacion.
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Figura 15. RNasa 3/ECP purificada
de leucocitos, mediante una
cromatografia preparativa. Se
muestra la de intercambio cationico
por elucion con acetato sodico pH
5.0. La electroforesis SDS-PAGE
muestra la RNasa 3/ ECP eluida en
diferentes picos (de A a D). Extraido
de Olsson y colaboradores (1972).

Este grupo encontré el vinculo entre esta heterogeneidad debida a las
glicosilaciones y uno de los polimorfismos mas notables de la RNasa 3/ECP en
la poblacion humana. En el trabajo publicado por Eriksson, Venge y
colaboradores (2007) este grupo estudio extensivamente las caracteristicas en
cuanto a heterogeneidad del gen de la RNasa 3/ECP y entre ellas, la mutacion
434 (G>C) que se encuentra en el 8% de la poblacion escandinava. El trabajo no
solo consiguid identificar dicho polimorfismo sino que pudieron asignarlo a un
pico diferencial en la separacion cromatografica de la RNasa 3/ECP en muestras
de individuos con la variante correspondiente, pudiendo evaluar que ademas de
existir diferencias moleculares también existian diferencias a nivel de sus

propiedades bioldgicas.

Esta isoforma relativa a la mutacion del nucleotido 434, se trataba de una
sustitucion de Arginina por Treonina en el aminoacido 97, que creaba una nueva
secuencia susceptible de ser glicosilada (NXT). La proteina correspondiente
(RNasa 3/ECP Arg97Thr) mostraba efectivamente un mayor grado de
glicosilacion. La actividad citotoxica también variaba, quedando mermada. No
obstante la deglicosilacion de esta isoforma permitia recuperar la actividad al
mismo nivel que la ECPArg97, sin que se afectase para ello la actividad
ribonucleasa. Lo cual viene a redundar el hecho de que la actividad citotoxica
radica o viene condicionada por interacciones con sus aminoacidos de
superficie. Una de las cuestiones clinicas asociadas al hallazgo de la isoforma
ECPThr97 es que debido a su menor actividad se correlaciona con una menor
predisposicion a sintomas alérgicos y/o asmaticos, como asi lo demuestra

también el estudio poblacional.
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Asimismo el estudio refiere una fuerte asociacion con las defensinas, ya
que en el proceso de extraccion y purificacion aparecian asociadas como bandas
de 3KDa, que luego fueron identificadas como tales por espectrometria de
masas. Otra persistencia en cuanto a divergencias de peso molecular fue la
aparicion persistente de bandas de 10 y 5 KDa que correspondian a fragmentos
de la propia RNasa 3/ECP. Por espectrometria de masas se pudo constatar que
eran fragmentos a raiz de una escision en el aminoacido 92. Esto demuestra una
susceptibilidad a una proteolisis especifica que pudiera tener relaciébn con

funciones biologicas.

Finalmente lo mas sorprendente del trabajo de este grupo sueco, fue que
la mayor parte del pool de RNasa 3/ECP lo encontraron funcionalmente menos
activo, lo cual parecia tener una correlacion directa con la predominancia de la
poblacion de RNasa 3/ECP glicosilada. Este hecho podria relacionarse con los
resultados que se obtienen de muestras de extraccion directa del plasma de
sujetos normales, cuyos eosinofilos no estarian a priori activados. El ultimo
estudio del grupo de Venge y colaboradores (Woschnagg et al, 2009), en el que
se trabaja con el polimorfismo 434 (G>C), el cual determina la sustitucion de la
arginina 97 por una treonina, se describe como esta sustitucion afecta
negativamente a la citotoxicidad sobre una linea celular y que es independiente
de su actividad RNasa, y no afecta significativamente a la capacidad de
estimular a los fibroblastos. Esto, ademas de establecer una independencia de las
funciones biologicas de la RNasa 3/ECP, indica que la glicosilacion debe jugar
un papel importante en la citotoxicidad sobre membranas plasmaticas de
eucariotas. No obstante estos efectos de la glicosilacion de la RNasa 3/ECP no
se han comprobado experimentalmente para la actividad antibacteriana, pero
teniendo en cuenta la importancia de las interacciones electrostaticas entre la
proteina y la carga neta negativa de los lipidos expuestos de las membranas
bacterianas, se esperaria a priori que podrian ser diferentes. La independencia de
la actividad RNasa para la citotoxicidad en ciertas lineas celulares tampoco
excluiria una hipotética contribucion de la actividad RNasa en el conjunto de los

efectos antibacterianos de la proteina.
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El grupo de Venge en un ultimo trabajo (Woschnnag et al 2009) mostrd
ademas que la estimulacion de los eosinofilos con citoquinas o particulas
opsonizadas, podrian inducir no sélo la secrecion de los granulos sino también la
deglicosilacion de la RNasa 3/ECP, lo cual la haria habil para ejercer su funcion
citotoxica defensiva. Por otra parte demostraron que dicha deglicosilacion se da
durante el proceso de secrecion de la proteina mientras que la forma intracelular

se mantenia invariable cualquiera que fuese el estimulo externo.

Una ultima referencia respecto al polimorfismo 434G->C, de gran interés
clinico es el trabajo realizado por Pereira y colaboradores (2009) en el cual
llevan a cabo una asociacion de esta variante de RNasa 3/ECP con el carcinoma
de célula escamosa y a su vez con la eosinofilia asociada a tumores. Encuentran
dicha asociacioén y postulan que una actividad citotoxica mayor de la RNasa
3/ECP en esta variante puede estar vinculada precisamente con una incidencia

menor de dicho cancer.

Otra de las modificaciones postraduccionales que se puede dar en la
RNasa 3/ECP, segun relaciona el trabajo de Ulrich y colaboradores (2008) es la
nitracion de tirosinas. Este proceso es muy comun en procesos inflamatorios y
en general en procesos que cursan con estrés oxidativo, donde precisamente
suele darse la degranulacion de eosinéfilos y liberacion de la RNasa 3/ECP. Pero
curiosamente, segun este trabajo, la nitracion de tirosinas de la RNasa 3/ECP
depende especifica y inicamente de la Peroxidasa de Eosinéfilo (EPO) (Fig. 16)
mientras que otras peroxidasas de leucocitos no llevan a cabo esta funcion y
ademads este proceso se produce en condiciones fisioldgicas normales durante la
maduracion del eosinodfilo. Por estos motivos, parece que a priori no dependeria
de procesos inflamatorios clasicos, aunque si que se verian acrecentados en caso
de inflamacion. Asi lo demuestran experimentos tanto de ratones knock out para
la EPO como de inhibicion, en los que se anula totalmente la presencia de la
nitracién de la RNasa 3/ECP. Por otra parte, la estimulacion de transcritos en
modelos celulares inflamatorios de EPO activa paralelamente la aparicion de
RNasa 3/ECP nitrada. Por otra parte tampoco se encuentra una sobreexpresion o
activacion de NO sintasas cuando se da la nitracion de la RNasa 3/ECP. Los

autores realizaron el estudio tanto para la RNasa 3/ECP como la EDN
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resolviendo que la nitracion en la RNasa 3/ECP ocurre en la Tirosina 33. La
actividad bioldgica no quedé realmente dilucidada pero puede ser plausible una
modificacién de sus interacciones con otras proteinas al contrarrestar con esa
carga negativa su alto caracter cationico. Esto pudiera tener una probable
funcién biologica en la interaccion con posibles proteinas acompanantes que
coadyuvasen en su funcion antibacteriana o en cualquiera de las otras funciones

contra patogenos.

Figura 16. Ay B, Citotoxicidad de las proteinas de eosindfilo nitradas
versus no nitradas (3NT + o - respectivamente) y las rEPO o rECP nitradas
versus su contrapartida no nitrada. Se ensayaron en incubaciones de cultivos
monocapa de células A549s. Tras 24 h de incubacion, la viabilidad de las
células se determind por fluorescencia. C—F, las actividades bactericidas de
rEPO o rECP no nitradas y su contrapartida nitrada se testaron en
incubaciones de 24 horas sobre S. aureus o E. coli, de las que se determino un
recuento en placa. G, el tamario de los granulos de eosindfilo, llenos de toxinas
nitradas o no nitradas, se determino utilizando microscopia electronica de
transmision de los respectivos eosinofilos (H e I). Extraido de Ulrich et al
(2008).
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Actividad frente al propio huésped

Ademas de responder a infecciones de helmintos, bacterias y resultar
citotoxicas para las células cancerigenas, las RNasas de eosinéfilos se ven
implicadas en otros procesos de los eosindfilos como son las reacciones
alérgicas y las inflamaciones en general, de ahi que se haya constituido en
marcador idéneo para el asma y otros procesos alérgicos (Koh et al, 2007).
También la RNasa 3/ECP se ha visto implicada en otras patologias como la
encefalopatia, supuestamente por reacciones inmunitarias exacerbadas. A pesar
de todos estos hechos el papel fisioldgico de esta proteina queda aun oscuro al
conocimiento, dado que los eosinofilos que lo producen son una poblacion
minoritaria dentro de los leucocitos por lo que no queda claro si constituye un
grueso importante en las moléculas de defensa en la respuesta inmune innata.
Por otra parte se han identificado nuevos tipos celulares capaces de producir
RNasa 3/ECP como son los neutréfilos (Monteseirin et al, 2007) o los monocitos
(Venge 2004, review). En cualquier caso la liberacion de RNasa 3/ECP tanto
ante la activacion del eosinofilo por IgG o IgE como ante la presencia de LPS y
su correspondiente parte antigénica (lipido A) (P16tz et al, 2001, Takanaski et al,
1994) indican su implicacion tanto en los procesos de inmunidad innata como en

los de inmunidad adquirida o reaccion alérgica.

Actividad RNasa

El centro catalitico de la RNasa 3/ECP conserva la estructura
caracteristica de la RNasa A, por este motivo en la identificacion de los subsitios
de interaccion con el RNA se ha utilizado la misma nomenclatura que la RNasa
A (Richards & Wyckoff 1971). En la RNasa 3/ECP la triada catalitica la
componen la Hisl5, la His128 y la Lys38, mientras que en la RNasa A las
posiciones homologas son la His12, la His119 y la Lys41 (Fig. 17).

Sin embargo, a partir de los trabajos de Boix y colaboradores (1999b.) y
Mohan y colaboradores (2002) se indentificaron diferencias para los centros
secundarios de union al substrato, como por ejemplo las interacciones de los

subsitios byp,, mas tenues o ausentes en la RNasa 3/ECP. Entre algunos de los
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cambios implicados y a modo de ejemplo: en el bolsillo de interaccion con
purinas, la posicion Asn70 en la RNasa 3/ECP est4d separada y no ejerce una
accion de interaccion como residuo del subsitio B2, a diferencia de la posicion
Asn71 en la RNasa A. Por otra parte la cadena de la Asn112 en la RNasa 3/ECP
es incapaz de llevar a cabo interacciones con la adenina del sustrato del mismo
modo que interaccionaba el Glulll de la RNasa A. Otra deficiencia
determinante es la falta de residuos equivalentes a la Lys7 y la Argl0, que en la
RNasa A constituyen el subsitio p,. Un andlisis estructural de la RNasa 3/ECP
apuntd hacia la existencia de una region nueva de interaccion con el substrato,
por la regién 5° del P-05" del enlace fosfodiéster hidrolizado, andloga a p.;, By y
Pyo. En la siguiente figura 17 se indican las comparaciones entre el centro

catalitico de la RNasa 3/ECP y la Ribonucleasa A.
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Figura 17. Complejos de los andlogos de sustrato [UVan, d(CpA) y d(ApTpApA)] y la
RNasa A y superposicion de la estructura de la ECP mostrando los subsitios pl (A), Bl
(B), B2, (C),p2 (D) y por ultimo By/Py/P.; (E). Se muestran en azul las porciones de los
andlogos de sustrato. Los residuos de la RNasa 3/ECP estan marcados con los colores
estandar (azul para el nitrogeno, rojo para el oxigeno y gris para el carbono) mientras
los de la RNasa A aparecen en verde. Las lineas discontinuas representan los puentes
de hidrogeno en la RNasa A. Extraido de Boix et al (1999b).
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Respecto a la actividad enzimatica menor de la RNasa 3/ECP con
respecto a otras ribonucleasas de la superfamilia, un reciente articulo sobre el
estudio del primer bucle flexible de 12 residuos en la ribonucleasa A (Doucet et
al 2009), que no aparece en la RNasa 3/ECP, revela que éste es necesario en la
RNasa A para el acceso del sustrato asi como la salida del producto. En este
trabajo produjeron una proteina quimérica sustituyendo este bucle flexible de 12
residuos por el bucle andlogo en la RNasa 3/ECP de 6 residuos. Este cambio
produjo un efecto de disminuciéon de la actividad enzimatica. Otras
aproximaciones, realizadas por otras autores y utilizando estudios tedricos de
dinamica molecular (Sanjeev & Vishveshwara, 2005) concuerdan con la

representada en la figura 17.

La RNasa 3/ECP ademads de tener una actividad catalitica menor que la EDN y
que la RNasa A, muestra una preferencia de sustrato tipica de mas afin a menos
afin, como sigue: ssSRNA> poli U > poli C, segin los trabajos de Slifman y
colaboradores (1986). Por otra parte, los autores no detectaron actividad
significativa ante dSRNA, UpG (dinucleésido monofosfato) ni poli A. Trabajos
de Gullberg et al (1986) y Boix et al (1999a) analizaron también las actividades
cataliticas para los distintos substratos. La deficiencia en el proceso de
degradacion de poli A podria radicar en la dificultad de desestabilizacion de las

estructuras secundarias formadas.

En lo que respecta a su actividad ribonucleasa, el trabajo de Boix y
colaboradores (1999a) describen la predominancia de la actividad exonucleasa
respecto a la actividad endonucleasa, en contraste con su homoélogo referente de
la familia de proteinas, la ribonucleasa A. Esto es asi debido a la ausencia o
modificacion de los subsitios de anclaje para el RNA. Esto dificulta y modifica
la posicion de anclaje de los ribonucledtidos y por consiguiente el punto de
escision del enlace fosfodiéster del RNA. Asi pues, estas diferencias pueden
explicar la menor eficiencia catalitica de la RNasa 3/ECP en relacion a la RNasa

A.

La ausencia o modificacion del subsitio p, en RNasa 3/ECP determina una

actividad exonucleasa preferente como presenta el mutante K7Q de la RNasa A
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para este subsitio. Esta disminucion de la capacidad ribonucleasa ha ocurrido en
paralelo, con los cambios de aminoacidos que afectan a la carga electrostatica de
la superficie, que han tenido lugar durante la historia evolutiva de la RNasa
3/ECP. Las consecuencias del aumento de carga positiva en la superficie
determinan una capacidad catalitica baja al impedir el correcto alineamiento del
sustrato en el centro activo y facilitar las interacciones no productivas. Por ello,
se considera que la reduccion de la actividad RNasa habria sido paralela al

incremento de la actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP.

Estabilidad

Considerando la elevada toxicidad de la RNasa 3/ECP sobre varios tipos
celulares, se pens6 que dicha capacidad podria venir dada en parte por la elevada
estabilidad de la proteina. Por este motivo el grupo de Maeda y colaboradores
(2002) llevo a cabo un estudio de la estabilidad de la proteina en comparacioén
con otras RNasas humanas. Se compar6 la RNasa 3 con las RNasas humanas
homologas, RNasas 1, 2, 4 y 5. Se pudo constatar que la energia libre para la
desnaturalizacion de la RNasa 3/ECP era notablemente mayor que el resto. La
clave para dicha estabilidad en toda la superfamilia de la Ribonucleasa A radica,
en parte, en la conservacion de sus puentes disulfuro, y en concreto en el caso de
la RNasa 3/ECP por la adiciéon de numerosas argininas en el exterior que
confiere una solvatacion muy favorable en medio acuoso lo cual consolida

enormemente su estabilidad.

La RNasa 3/ ECP tiene una estabilidad térmica mayor en relacion a la
RNasa A segun el trabajo de Nikolovski y colaboradores (2006). No obstante el
proceso de desnaturalizacidon térmica en RNasa 3/ECP se demuestra que es un
proceso irreversible que conduce a la formacion de agregados de proteina del
tipo no amiloideo. Un analisis de los datos obtenidos en este trabajo por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y
dicroismo circular (UV-CD) y un estudio computacional, concluye que la region
iniciadora de este proceso se encuentra entre los aminodcidos 45 y 55 lo cual
abarcaria de la lamina -1 hasta la hélice a-3. Esta estabilidad térmica nos indica

que la proteina posee una gran flexibilidad molecular, sostenida asimismo por
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gran cantidad de interacciones débiles. Esta flexibilidad general sobre otras
ribonucleasas de la superfamilia, segin los autores, afectaria al centro activo y
explicaria en parte las deficiencias en la actividad ribonucleasa, dado que no
podria mantener la rigidez necesaria de una interaccion enzima-sustrato. En otro
modelo de una ribonucleasa afin a la familia de la RNasa A, la onconasa, se ha
llegado a la misma conclusion (Notomista et al, 2000). Otros estudios con la
RNasa 3/ECP llegan a una conclusion similar sobre su estabilidad en base a su
flexibilidad, utilizando como elemento desestabilizante el cloruro de guanidina

(Maeda et al, 2002).

2.6.3 Propiedades relacionadas con la actividad antibacteriana.

En este apartado se comentan las propiedades moleculares de la
proteina que estan directa o indirectamente relacionadas con su actividad
bactericida: la capacidad de interaccion con moléculas de las envueltas
bacterianas, la carga positiva de la superficie de la proteina y la actividad
ribonucleasa. Esta ultima atn en tela de juicio, por los resultados ain no

consolidados al respecto.

El estudio pionero de Lehrer y coautores (1989) detall6 la dependencia
de la accion antibacteriana de la RNasa 3/ECP de la fuerza idnica de los
electrolitos en el medio de cultivo (Fig. 18). Se observo que la proteina perdia
dicha accion en concentraciones salinas por encima de NaCl 140 mM, lo cual
hacia suponer un mecanismo electrostatico de la proteina en su actividad, o en
presencia de 1mM de Ca?", lo cual se explicaba por el bloqueo de las superficies
electronegativas de las bacterias con la RNasa 3/ECP. Trabajos anteriores
(Young et al, 1986) que mostraban la afectacion del potencial de membrana por
accion de la RNasa 3/ECP apuntaban y consolidaban la hipdtesis de un
mecanismo electrostatico sobre la membrana. Sin embargo, este estudio inicial
sugeria la presencia de poros formados por la RNasa 3/ECP, que hasta la fecha
no se han vuelto a confirmar. Otro hecho, descrito en el trabajo de Lehrer, que
permiten suponer la afectacion de las estructuras de la membrana fue la mayor
sensibilidad de los cultivos bacterianos cuando se encuentra en fase de

crecimiento logaritmico (Fig. 19), donde se sucede una mayor tasa de
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remodelacion de las estructuras de la envuelta bacteriana. Lo mismo sucede
cuando, estando el cultivo en fase estacionaria establecida, se inducen cambios
en la membrana por la presencia de nuevos nutrientes en el medio; en este
estadio, la bacteria resulta mas susceptible a la accion bactericida de la RNasa
3/ECP. Dicha afectacion en E. coli, alcanza tanto la membrana interna como la
externa, segun los resultados de experimentos de permeabilidad por métodos
indirectos (liberacion de marcadores tipicos de espacio periplasmico o del

interior de la célula).

Figura 18. Permeabilizacion de la membrana externa bajo condiciones de
deprivacion. E. coli ML-35p a aproximadamente 2x10° cfu/ml se incubaron a
37°C en NAPB (ver abreviaturas) que contenian 50 pg/ml ya sea de RNasa
3/ECP (circulos) o MBP (triangulos). Controles (diamantes). La
permeabilizacion de la membrana exterior se asiste por un declive en la doble
flecha cuya longitud corresponde a 0.25 unidades de absorbancia. Figura
inferior. Permeabilizacion de la membrana exterior por RNasa 3/ECP y MBP
en presencia de nutrientes. La fase estacionaria (18 h) fue previa (linea
punteada). 5,0 pg/ml de RNasa 3/ECP o MBP se aniadieron durante 30 min a
37°C en NAPB-TSB con nutrientes. El inicio de la permeabilizacion ocurre de 3
a 4 min. Extraido de Lehrer et al (1989).
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Figura 19. Efecto de la fase de crecimiento y las condiciones de incubacion sobre la
susceptibilidad de E. coli ML-35 a MBP y RNasa 3/ECP. Aproximadamente 1x10° CFU/ml de
células de E.coli en fase semi- logaritmica o estacionaria, se incubaron durante 2h con las
concentraciones indicadas de MBP (cuadrados) o de RNasa 3/ECP (triangulos). Todos los
experimentos se realizaron en B-TSB o NAPB (ver apéndices-Abreviaturas). Extraido de Lehrer
et al, 1989.

En el siguiente subapartado se resumen los trabajos mas importantes en lo que se
refiere a la potencial implicacion de la actividad RNasa, en la actividad

bactericida de la RNasa 3/ECP.

Uno de los primeros estudios de la implicacién potencial de la actividad RNasa
en la actividad bactericida de la RNasa 3/ECP, es el trabajo de Rosenberg
(1995). Por otra parte es el trabajo en que se describe por vez primera la
clonacion y la expresion de la RNasa 3/ECP recombinante en E.coli. En dicho
trabajo se constata dicha expresion tanto por secuenciacion de proteinas como
por identificacion por Western Blot, a la vez que se describe tanto la toxicidad
con adicion de proteina al cultivo, como con la expresion endégena mediante
induccién por IPTG. No obstante es de mencionar que los datos presentados
para la toxicidad exdgena sean de cfu’s y los de la toxicidad enddgena por
medicion de la turbidez del cultivo (absorbancia a 600 nm) que, por cuestiones

teoricas ya comentadas es menos fiable por depender de efectos de agregacion
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de las bacterias. Tras realizar una mutacién en el centro activo (HI128N +
K38R), y la induccion de la expresion mediante IPTG de la proteina mutada
(Fig. 20), se pudo observar que se comportaba practicamente igual que la forma
nativa. Por lo cual se puede deducir que la actividad ribonucleasa no es esencial

para llevar a cabo la funcidn antibacteriana.

Figura 20. Crecimiento de cultivos bacterianos transformados. hECP#7
(rECP nativa) B hECP#2 (Lys38 a Arg y Hisl28 a Asn), C solo vector, D:
hEDN#I (EDN). IPTG (0.1 mM) se afiadio a los cultivos en fase exponencial de
crecimiento en los tiempos indicados por la flecha. El crecimiento de los
cultivos no inducidos se indica con simbolos vacios. El crecimiento de los
cultivos inducidos con IPTG se indica con simbolos llenos. E: Western Blot
revelado con M2 mAb conteniendo un extracto celular total (carril 1) y una
extraccion de espacio periplasmico (carril 2) de los transformantes hEDN#1
inducidos con IPTG. Extraido de Rosenberg 1995.

No obstante, se observa que cuando el experimento se realiza por cfu’s, la
diferencia entre la forma nativa y el mutante de centro activo, es casi
significativa en el caso de la dosis de 1uM (Fig. 21). Por lo que podria sugerirse
que si contribuye en cierta medida la actividad RNasa. De todas maneras, los
datos no son estadisticamente solidos (la autora se basa en una media de dos
experimentos y los compara entre grupos) y cabria la posibilidad de plantearse
experimentos adicionales para reforzar la hipotesis de la contribucion de la

actividad RNasa. Por otra parte, las referencias bibliograficas anteriores respecto
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a inhibicion total y directa de la actividad ribonucleasa de la RNasa 3/ECP
relacionada con otras actividades antipatdogenas, son escasas y no demasiado
concluyentes (Molina et al, 1998). Por este motivo el campo de trabajo al

respecto requiere mas experimentacion y contraste de las hipdtesis actuales.

Figura 21. Resultados de los experimentos de viabilidad por recuento de cfu’s en
S.aureus 502A4. rEDN se refiere a la EDN recombinante, de igual manera que rECP es
la forma recombinante para dicha proteina. La rECP RNasa- es el mutante de RNasa
3/ECP para centro activo. Extraido de Rosenberg, 1995

Respecto a la actividad RNasa en ribonucleasas afines a la RNasa A,
como la onconasa de anfibio (Rana pipiens), podemos citar el estudio de Saxena
y colaboradores de 2002, en el que se describe la degradacion selectiva del
tRNA en células de reticulocitos (figura 22). Por otra parte, se evidencia
experimentalmente que la actividad RNasa es necesaria para ejercer la
citotoxicidad. En el apartado de discusion se volverd a mencionar el tema con
mayor profundidad para comparar estos datos con los resultados obtenidos con

la RNasa 3/ECP y la RNasa 7.
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Figura 22. Especificidad de lisado de tRNA por la onconasa en el reticulocito. El lisado
de reticulocito de conejo (35 ul) o la cantidad equivalente de RNA purificado a partir de
un lisado de reticulocito de conejo, se incubaron con la concentracion especificada de
onconasa (de 1 x10° a 1 x 10" M) en 50 ul de mezcla de la reaccion que contiene PBS.
Después de la incubacion a 30 °C durante 15 min, el ARN total se aislo usando RNAzol, y
el sedimento de ARN se disolvio en 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 1 mM EDTA. A, 1.5 ug de
ARN total se analizo en gel de poliacrilamida al 10% al 7.5 M de urea. RNA purificado
de lisado de reticulocito de conejo (carriles 2 y 5), marcador de ARN (carriles 1y 6),
tRNAPhe purificado (carril 3) y 5 S ARN (carril 4).

Identificacion de residuos de la RNasa 3/ECP directamente relacionados con la

actividad antibacteriana

Seguidamente se pasa a resumir los trabajos que tratan de las propiedades de la
RNasa 3/ECP que estan directamente relacionadas con su actividad antibacteriana, asi

como su capacidad de interaccion con la pared bacteriana.

A partir del andlisis de resultados estructurales por difraccion de rayos X de la
RNasa 3/ECP (Boix et al, 1999b) se identificaron los residuos potencialmente
implicados en la actividad y se generaron los respectivos mutantes. Gracias al analisis
de esos modelos estructurales se pudieron identificar residuos cationicos o hidrofobicos
expuestos en la superficie de la RNasa 3/ECP. Por otra parte, sustituyendo la secuencia

de la RNasa 3 por la correspondiente en la EDN, se estudio el loop entre los residuos
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115 y 122 de la RNasa 3/ECP. El trabajo incluy6 la generacion de los siguientes
mutantes de la RNasa 3/ECP: WI10K, W35A+R36A, R75A+F76A, R101A+R104A,
R121A, R121A+Y122A, (115-122EDN)-RNasa 3/ECP y A115-122.

Se evalué la capacidad de disrupcion de membrana evaluada por goteo
(“leakage’) de liposomas como modelo de bicapa lipidica rica en lipidos anionicos. Por
otro lado, se analizd la viabilidad de las bacterias por recuento de cfu’s (tanto en
Staphylococcus aureus como en Escherichia coli) (Carreras et al 2003). Los resultados
indicaron que los aminoacidos que se exponen en la superficie de la proteina son de
importancia critica, dado que los mutantes para estos residuos perdian

significativamente parte de su actividad bactericida (Fig. 23).

41



Figura 23. Actividad bactericida de ECPwt y mutantes frente a S. aureus y E. coli:
expresada como porcentaje de CFU/mL en funcion de la concentracion de proteina. (4)
Cinética de actividad bactericida de rECP (2 uM) frente a E. coli. (B) Efecto de los
residuos del giro DI115-Y122. (C) Efecto de cambios en residuos localizados en la
superficie de la proteina. Cultivos de S. aureus o E coli en la fase estacionaria se
incubaron con 0.5, 1, y 2 uM de RNasa 3/ECP o con el mismo volumen de tampon
(control) durante 5 h a 37 °C. Significacion estadistica: p <0.02 para W354/R364 -, p
<0.05 para R101/R104 -, y p <0.01 para R75A/F76A4-RNasa 3/ECP para la actividad
bactericida contra E. coli con respecto a RNasa 3/ECP y p <0.01 para W354/R364 -, p
<0.001 para WI0K -, y p <0.02 para Al15-122)-RNasa 3/ECP contra S. aureus.
Extraido de Carreras et al. 2003.
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En lo que concierne al mecanismo molecular de su accion antibacteriana,
a partir de la interaccion de la proteina con la membrana se produce una
perturbacion que lleva a su desestabilizacion. Como se ha comentado, los
estudios iniciales (Young et al, 1986) referian a la formacion de poros. Sin
embargo, los estudios posteriores parecen descartar ese mecanismo. Las
perturbaciones de potencial de membrana observadas por esos autores deberian

explicarse por otros mecanismos de desestabilizacion de membrana.

El trabajo de Torrent y colaboradores (2007) identifica mediante
experimentos de extincion de la sefial de fluorescente intrinseca de triptofanos de
superficie, la preferencia de RNasa 3/ECP por lipidos anidnicos, probablemente
debido a la abundancia de residuos catidnicos en la superficie de la proteina. El
estudio se realiza utilizando modelos de liposomas que en el caso de estar
compuestos de lipidos de membrana de E.coli, presentan mucha mas afinidad
que liposomas compuestos por di-oleil-fosfatidil-colina y di-oleil-fosfatidil-
glicerol (DOPC/DOPG) a relacion 3:2. La topografia de los residuos triptofanos
10 y 35 fue estudiada por sus contribuciones en la fluorescencia intrinseca de la
proteina dependiendo del entorno en el que se encontrase. Segun los resultados,
se pudo establecer una clasificacién del entorno en el cual se encontraban cada
uno de los dos triptéfanos. El Trp10 se encuentra en un entorno mas profundo en
la proteina y por lo tanto menos expuesto al solvente, mientras que el Trp35 se
encuentra mas expuesto. El andlisis estructural sugeria la participacion del Trp35
en la interaccién con las membranas. En el mismo trabajo subsiguientes
experimentos de extincion de la fluorescencia de los triptofanos por lipidos
brominados a distintas profundidades asi lo demuestran: la RNasa 3/ECP al
internalizarse en las membranas sufre extincion de la sefial fluorescente
correspondiente al Trp35. Al utilizar el mutante W35A esta extincion se anula.
De este estudio se deduce que la RNasa 3/ECP se internaliza solo parcialmente
en la bicapa lipidica (hasta una profundidad de aproximadamente 8 angstroms)
pero en ningln caso es capaz de atravesarla o perforarla. Esto da solidez a una

hipotesis de mecanismo del tipo alfombra o “carpet like”.
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Afinidad de la RNasa 3/ECP por lipopolisacaridos (LPS) vy peptidoglicanos

Como se ha mostrado anteriormente, existen una serie de barreras
constituidas por las envueltas de la célula bacteriana, por lo que es necesario
saber si la RNasa 3/ECP interacciona con ellas y en qué grado. LPS,
peptidoglicanos y 4cidos teicoicos serian los componentes mds externos en

bacterias Gram-negativo y Gram-positivo respectivamente.

La alta afinidad de la RNasa 3/ECP por el lipido A del lipopolisacarido
de E.coli qued6 demostrada en el trabajo de Torrent y colaboradores (2008). Se
compard con un antibiético modelo de unién a lipopolisacarido, denominado
polimixina B (PMB) y se pudo contrastar una afinidad mayor de la RNasa
3/ECP al lipido A, porcion antigénica de la molécula de LPS (Fig. 8 de esta
seccion), pero menor para los LPS en conjunto. Por otra parte, en el mismo
trabajo se definieron en experimentos de union de la RNasa 3/ECP con
fragmentos insolubles de peptidoglicano, que la RNasa 3/ECP se localizaba
siempre en fracciones del precipitado, lo cual indicaba la interaccion con el
peptidoglicano. Posteriormente se analizd dicha interaccion calculando
constantes de inhibicion mediante experimentos de titulaciéon de la proteina
marcada con un fluoréforo. Finalmente se confirmaba por microscopia
electréonica de barrido y de transmisién que la lesion ocasionada a la pared
bacteriana era menos visible en el caso de S. aureus que para E. coli (Figs. 24 y

25). Todos estos datos resultaban paralelos a la despolarizacion de la membrana.
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Figura 24. Micrografias
electronicas de barrido(A-B)
v de transmision (E-F) de S.
aureus incubados en
ausencia (A y E) y presencia
(B y F) de 4 uM de RNasa
3/ECP durante 4 horas (caso
de fotos de barrido) y 3
horas en las de transmision.
La escala de magnificacion
se indica en el pie de cada
micrografia. Extraido de
Torrent et al 2008.

Figura 25. Micrografias electronicas de barrido de cultivos de E.coli
incubados en ausencia (A-C) y presencia (D-F) de 4 uM de RNasa 3/ECP
durante 45 min. La escala de magnificacion se indica en el pie de cada

micrografia. Extraido de Torrent et al (2008).
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Interacciones proteina-proteina

2.6.4

Hasta la fecha actual se han descrito muy pocas interacciones proteina-
proteina, que pudieran aportar informacion sobre el posible mecanismo de
accion de la RNasa 3/ECP sobre las envueltas de las bacterias y otros tipos
celulares. Se ha llevado a cabo un estudio de interaccion de proteinas por el
ensayo Two Hybrid con el cDNA de células neuroendocrinas (Wu et al 2004) y
se ha podido confirmar una pareja de interacciéon con la RNasa 3/ECP: la
carboxipeptidasa E (CPE). Esta es una proteina transmembrana que se encarga
principalmente de digerir precursores hormonales y neuropéptidos de alto peso
molecular para permitir su entrada en células endocrinas, ejerciendo una funcioén
clave en procesos de bucle autocrino. Aunque el rastreo inicial se lleva a cabo en
los mismos cultivos de expresion de Saccharomyces cerevisiae, se han
comprobado y confirmado en el mismo modelo neuroendocrino (linea celular
GH3) del cual se ha extraido. Lo mas notable de este hallazgo es que
precisamente la interaccion y la accion proteolitica de la carboxipeptidasa E son
necesarias para la internalizacion de la proteina en la célula y su posterior
accion. Asimismo se llevaron a cabo estudios de interaccion con RNasa 3/ECP
utilizando mutantes de la CPE para las zonas potencialmente implicadas en la
misma interaccion. Los autores consiguieron delimitar una zona entre los
aminoacidos 318 y 397, que era totalmente necesaria para dicha interaccion. Este
estudio puede servir de referencia para posteriores analisis de regiones de

interaccion. En la discusion de esta tesis se hara una disertacion al respecto.

Péptidos con actividad antimicrobiana

A partir de los estudios realizados en los afos 60 con el tratamiento de la
Ribonucleasa A por la subtilisina S, se pudo obtener un péptido especifico
resultante de la digestion especifica que el enzima bacteriano realizaba. Dicho
producto consiste en el fragmento N-terminal de la Ribonucleasa A desde el
aminoacido 1 al 20. Este péptido tiene la caracteristica de poder reasociarse y
recuperar la actividad ribonucleasa (hablamos entonces de la RNasa S).

Posteriormente se ha utilizado extensivamente en investigacion protedmica y en

46



el estudio en general de las interacciones proteina-proteina. Se le han atribuido
también propiedades antibacterianas, que estarian relacionadas a priori con su
caracter altamente catidonico como la mayoria de péptido antibacterianos.
Trabajos posteriores han demostrado que su péptido retro (es decir, sintetizado
en sentido contrario) puede tener implicaciones estructurales de interés (Pal-
Bhowmick et al, 2007) y proporcionar nuevas propiedades a péptidos de
pequefio tamafio, que puedan tener interés farmacoldgico (Andreu & Rivas,

1998).

Por todos estos motivos comentados podria ser de interés emular en la
RNasa 3 la generacion de un péptido N-terminal de similar longitud a raiz de
diferentes estrategias para escindir la proteina en esa region. De ahi se extrae
parte de la motivacion para llevar a cabo las digestiones que se haran con la
RNasa 3 en el presente trabajo. Por otra parte la secuencia del N-Terminal de la
RNasa 3/ECP comparte caracteristicas claves de los péptidos antimicrobianos en
general: incluyen una hélice-a amfipética, son claramente catidnicos y son ricos
concretamente en Arginina, Prolina o Triptéfano (Andreu & Rivas, 1998). En
nuestro laboratorio (Torrent et al, 2009¢) se ha disenado un método de cribado
bioinformatico de proteinas antimicrobianas utilizando un sistema en el que se
asigna un valor de propension bactericida para cada aminoacido, utilizando
como referencia el péptido lineal bactenicina. Este método se ha aplicado para la
identificacion de secuencias potencialmente activas en la RNasa 3/ECP. A partir
de las regiones identificadas, se disefiaron péptidos sintéticos en el segmento 1-

45 confirmando los resultados experimentales.

Otro motivo para estudiar esta zona N-terminal en la RNasa 3/ECP son
los antecedentes obtenidos con los resultados del andlisis de esa misma zona
para la onconasa, otro enzima afin a la superfamilia de la Ribonucleasa A (Boix
et al, 1996). Los estudios cristalograficos previos habian advertido una gran
proximidad del extremo N-terminal al centro activo por lo que se decidid
diseccionar su papel en la funcionalidad de la molécula. Al modificar
(construyendo quimeras) el N-terminal, no solo se lograba cambiar las
preferencias cataliticas del enzima sino ademds el potencial citotoxico y la

susceptibilidad al inhibidor de ribonucleasas. Aunque el modelo celular difiere
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2.7

mucho del utilizado en el presente trabajo, existen ciertas similitudes como es de
nuevo la proximidad de residuos del N-terminal al centro activo. No obstante, en
el caso de la onconasa, al quedar afectada la eficiencia catalitica, si se muta esta
zona, la citotoxicidad que depende mas de su actividad ribonucleasa, se ve

también alterada.

RNasa 7 o RNasa derivada de epidermis

2.7.1 Propiedades y estructura génica.

La RNasa 7 es un enzima de la misma superfamilia de la Ribonucleasa A
y presenta un 38% de identidad con respecto a la RNasa 3 y de 38 % respecto a
la ribonucleasa pancreética bovina (RNasa A) que es el miembro de referencia
de la familia de las RNasas de secrecion de vertebrados. La RNasa 7 presenta un
grado de cationizacion similar a la 3, y se piensa que evolucion6 a partir de un
precursor comun con la ribonucleasa 8 y la ribonucleasa 6, pero con una
evolucion convergente con respecto a la RNasa 3/ECP, como asi lo sugiere el
hecho de que tengan practicamente el mismo nimero de residuos catidonicos de
superficie, pero siendo en el caso de la RNasa 3/ECP argininas mientras en la
RNasa 7 lisinas (18 para la RNasa 7 ) (Zhang et al, 2003). Su expresion se
encuentra mucho mas extendida que la RNasa 3, como se demostr6 mediante la
técnica de Northern Blot. El gen se encuentra igualmente en el cromosoma 14
(Fig. 26). Encontraron expresion positiva en higado, rifion, masculo esquelético
y cardiaco, pulmon leucocitos y placenta, ademds de observarse su expresion en
tejido epidérmico (Zhang et al 2003, Harder et al 2002). Segun Zhang y
colaboradores, se predice un péptido senal de 28 aminoacidos, por lo que la
proteina madura queda en 128 aminoacidos. El peso molecular de la proteina sin
modificaciones postraduccionales por expresion recombinante en E. coli segiin
el trabajo de Harder y colaboradores (2007), se determind en 14546 Da por

espectrometria de masas.
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Banda citogenética Entrez : 14q11.2

Banda citogenética Ensembl: 14ql11.2

Banda citogenética HGNC: 14ql11.1

RefSeq genomic assemblies:

NC_000014.7 NT_026437.11

Figura 26. Representacion de resultado de la busqueda del gen de la RNasa 7
(RNASA7) en Ensembl y localizacion del mismo en su cromosoma

Propiedades estructurales

Propiedades funcionales

Identidad  de

primaria

estructura

Localizaciones

Masa molecular
14546 Da (Harder et al
2002)

Secuencia de 156
aminoacidos con péptido
sefal, 128 aa en proteina
madura (Harder et al,
2002)

Punto isoeléctrico 10.5
(Zhang et al, 2003)

0.021 pmol RNA/s x pmol
de enzima (sobre tRNA de

levadura) (Zhang et al
2003)

Keat/Km=2.3 x106 M-1s-")
sobre tRNA de levadura
(Harder et al, 2002)

1 UM para 50% de
letalidad en bacterias
(E.coli) (Huang et al
2007)

RNasa 3/ECP: 38 % de
identidad

RNasa 6: 66% de identidad

RNasa 8: 78% de identidad

Queratinocitos,
epitelios (traquea,
faringe, lengua) y
otros tejidos (rifidn)
(Harder et al 2002)

Rifién y otros
tejidos (pulmén,
piel, estdmago,...)
(Zhang et al 2003)

Tabla 2. Resumen de algunas de las principales caracteristicas de la RNasa 7

La estructura del gen es la tipica de la superfamilia de la ribonucleasa A,
compuesto de dos exones y un intrén, siendo uno de los exones no codificantes,

segiin Zhang y colaboradores (2003).
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Un articulo posterior de Huang y colaboradores (2007), siguiendo el
razonamiento de que el cardcter catidnico estd implicado en la actividad
antibacteriana (de la misma forma que lo esta en los péptidos antimicrobianos
conocidos), abord6 el estudio de los grupos de aminodcidos catidnicos en la
proteina. Por este motivo se analizaron los grupos de lisinas por “racimos” o
“clusters” de lisinas proximas en el espacio, situadas en la superficie. Este
trabajo es el estudio mas completo hasta la fecha sobre la relacion de la
composicion y la funcion de la proteina, dado que también relaciona la
dependencia a la temperatura y si los cambios de conformacion pudieran afectar
a la actividad bactericida. Tras el analisis por NMR de la estructura proteica, se

establecieron los siguientes “clusters” de lisinas:

K1,K3,K111 yK112
K32y K35
K96, R97 y K100

Para ello los autores trabajaron con mutantes relativos a estas zonas con
los respectivos controles, como sigue: K1A del primer grupo de lisinas, HI5A
relativo al centro activo que se testa a fin y efecto de constatar si la actividad
ribonucleasa tuviese o no algin efecto, K32N/K35N del segundo grupo,
K96A/R97A/K112Q del tercer grupo, K111Q/K112Q del primer grupo y por

ultimo la deleccion de los cuatro primero aminoacidos del N-terminal: KPKG.

Los resultados de este trabajo demostraron que el grupo realmente
determinante para la actividad bactericida es el de K1, K3, K111 y K112. No
solamente en cuanto a la actividad en si, sino ademdas a las atribuciones
biofisicas necesarias para dicha actividad antibacteriana tal como se demostro en
los resultados de permeabilidad de membrana en Pseudomonas aeruginosa por
experimentos de internalizaciéon de un marcador fluorescente impermeable a
membranas lipidicas (SYTOX).

La resolucion de la estructura tridimensional por NMR de la proteina
confirmo la topologia a + B, que adopta globalmente una forma de V similar a la
de la RNasa 3 y comun a otros miembros de la superfamilia de la RNasa A (Fig.

27), con 3 hélices o y 2 hojas P antiparalelas. La estructura se encuentra
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estabilizada por 4 puentes disulfuro entre cisteinas, de caracteristicas andlogas a
los de la RNasa 3/ECP y en posiciones equivalentes. Estas son: C23-C81, C55-
C106, C37-C91, C62-C69. (ver la comparacion de secuencia en la figura 4).

Figura 27. Estructura de la RNasa 7.
Estructura en solucion por RMN. A la
izquierda se muestra el conjunto de
estructuras. Las estructuras o-helicoidales
se muestran en rojo, las [-plegadas en
azul, y las otras estructuras secundarias
en gris. Derecha, representacion en cintas
de la estructura de RMN energéticamente
mas favorable. La  hRNAsa 7 esta
compuesta de tres hélices-a (rojo) y dos p-
hojas antiparalelas de triple hebra (azul
verdoso). B, la estructura de la superficie
de hRNAsa 7 se presenta con una rotacion
de 180° mostrando residuos cargados
positivamente y negativamente en azul y
rojo, respectivamente. C, estructuras de
cadenas laterales con todos los residuos
cargados: Lys,(K) azul, Arg (R) en azul
verdoso, Asp (D) en rojo, y Glu (E) en
rosa. Las 15 estructuras de RMN de la
hRNAsa7 se presentan con una rotacion
de 180°. Extraido de Huang et al (2007).

Adicionalmente probaron la actividad antibacteriana sobre varios
microorganismos (Figs. 28 y 29) resultando téxica para distintas especies

bacterianas y levaduras.
Un aspecto coincidente con los hallazgos de Rosenberg (1995), para la

RNasa 3, que describe de forma similar pero con diferente enfoque el grupo de

Huang (2007), para la RNasa 7, es la independencia e incluso la irrelevancia de

51



la actividad ribonucleasa en sus efectos antibacterianos. Esto lo demuestra, con
el ensayo de viabilidad por recuento de cfu’s bajo diferentes concentraciones de
RNasa 7 para un cultivo de E. coli (Fig. 28). En el articulo se trabaja a unas
concentraciones lo suficientemente bajas como para permitir detectar cierta
diferencia entre mutantes, pero con una considerable dispersion de resultados.
Por otra parte, las diferencias del eje de ordenadas son logaritmicas y no se
muestra ninguna significacion estadistica en la publicacion. Por ello, no puede
descartarse que la diferencia con el mutante de centro activo si que pueda ser
significativa. Por ello, es necesario llevar a cabo un analisis més exhaustivo de la

implicacion de la actividad RNasa en los efectos antibacterianos.

Figura 28 Grdfica de la viabilidad de
cultivos de E. coli por recuento de cfu’s
bajo incubacion de la RNasa 7 en las
concentraciones indicadas en el eje de
abcisas. Los mutantes de centro activo son
HI54 y HI23A. El tiempo de incubacion
para todas las concentraciones, fue de 3
horas en cultivos en fase logaritmica.
Extraido de Huang et al (2007).

52



A - ‘:'{':,““‘”"' Figura 29. Actividades antimicrobianas de

—— RO RNasas y oligopéptidos. A Ensayo dosis-
10 1 R B, dependiente de actividades antimicrobianas
160 - de RNasas y oligopéptidos contra P.
aeruginosa. B 'y C, espectro antimicrobiano
de hRNAsa 7 contra varios microbios. Se
diluyeron los cultivos de noche (1:100) en

1% q

H:IJ 4

cfu

10 L \\' i(l) mM de fosfato de sodi0,4 pH 74.

s . . . . . icuotas de 45 ul, 5-10x10" cfu de

B 5 1 15 20 suspensiones de  bacteria/levadura  se
Concentration (£M) incubaron con varias concentraciones de

B RNasa/oligopéptido  (Sul) a 37°C. Se
108 muestra RNAsa 7, RNasa RC, RNasa RC6,

e PR todas humanas, RNasa6-RC de oocitos de

rana toro, y (R3S;)); (un oligopéptido

L . Jon) . ..
L sintetico que contiene tres argininas y una

SRR serina tres veces repetidas). Se utilizaron
e para el ensayo las bacterias P. aeruginosa,
= S. aureus, y E. coli DH5a., ademdas de las

levaduras C. albicans, y P. pastoris.
L]
= i ' : ' (Huang et al, 2007)
o.a 8.1 oA LLE
hRNase7 concentration (M}
185 —— 5 gureus
—— K col
ia® —— 7 mibicanr
— & P pasiers
1 R e —a
= a

= e _______—f
1
1a*

16" T T T - +
1] 5 ] 15 4 |

hERMaseT concentration (b )

2.7.2 Localizacion tisular v presencia en patologias.

La RNasa 7 se aislo por primera vez de tejido dérmico, por Harder y
colaboradores (2002), cuyo tipo celular principal en su produccion es el
queratinocito. De hecho, la piel, por ser la primera barrera contra organismos
patogenos, es una fuente importante de proteinas y péptidos bactericidas. En
situaciones patologicas se observa un incremento de los niveles de dichas
moléculas. Esta ha sido, la hipotesis de trabajo del grupo de Harder para utilizar
modelos animales de psoriasis para extraer la coleccion de moléculas peptidicas
con actividad defensiva y entre ellas la RNasa 7. Los autores muestran que los

niveles de RNasa 7 son constitutivos, pero que ante patologias como la psoriasis
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aumentan notablemente, por lo que se supone entonces un mecanismo inducible
en la expresion de la proteina. Los autores citan que precisamente los niveles de
expresion responden a activacion por IL-1f3, IFNy. También se tienen evidencias

de la regulacion negativa de su expresion génica por parte de TNF-q.

Préacticamente al mismo tiempo que el grupo de Harder y colaboradores
(2002), el grupo de Helene Rosenberg (Zhang et al, 2003) identifico el gen de la
RNasa 7, y caracteriz6 su actividad antimicrobiana (Fig. 30). Estudié asimismo
su distribucion tisular, refiriendo el caracter ubicuo de la proteina. Este hecho
llevaba al grupo a sugerir que la diferencia de patrones de expresion con
respecto a la RNasa 3/ECP puede hacer suponer una diferencia de los patdogenos
para los cuales va destinada su accidon antibacteriana. Realizaron ademas,
pruebas de induccion de la expresion enddgena por IPTG, tras transformar a la
bacteria con un plasmido incluyendo la RNasa 7, (Fig. 30) demostrando su alta

capacidad bactericida.

La publicacién de los resultados del grupo de Harder (Harder et al, 2002)
y de Rosenberg (Zhang et al, 2003) dio como resultado dos secuencias génicas
como se detalla en la seccion de Resultados. Sin embargo, ninguno de los dos
grupos advirtid6 que estaban trabajando con secuencias nucleotidicas que

codificaban para proteinas con discordancia en dos aminoécidos.
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Figura 30. Crecimiento de cultivos bacterianos de E. coli transformantes. (4) Vector solo. (B)
RNasa/RNasa 1 pancredtica humana. (C) EDN/RNasa 2 humana. (D) RNasa 3/ECP humana.
(E) RNasa 7 humana. La OD (600 nm) se registro a t = 0y a cada hora. Cuando el crecimiento
alcanzo la fase exponencial, se aniadio hasta 0.1 mM de IPTG finales al medio de cultivo para
inducir la produccion de proteina recombinante. Los cuadrados solidos, indican valores tras la
induccion de IPTG, los triangulos abiertos, sin IPTG. Extraido de Zhang et al. (2003).

Descripciones en modelos fisiopatoldgicos

Eberhard y colaboradores (2008) han publicado un trabajo referente a las
implicaciones fisiopatologicas de la RNasa 7 en modelos epiteliales
odontolégicos. El modelo implica la implantacion de un biofilm microbiano, en
pacientes con vida normal, mediante un disco de un polimero fibroso y se
analizan los niveles de expresion de la RNasa 7. Se encontrd que la transcripcion
aumenta inicialmente de 3 a 13 veces respecto a las condiciones control, los
niveles bajan inmediatamente al segundo dia. Estos hallazgos demuestran que la
RNasa 7 es una proteina de primera respuesta y por lo tanto implicada en la
defensa inmune innata. Por otra parte el uso de biofilms con alta heterogeneidad
en la composicion bacteriana, permitié ver si habia o no correlacion entre la
presencia de determinadas especies y los niveles de expresion. Dado que no fue
asi, se puede inferir que la expresion de la RNasa 7 deberia inducirse por un
mediador de la infeccion y no por moléculas especificas de distintas especies
bacterianas. Los estudios del grupo prosiguieron con biofilms de diferentes
especies en concreto estudiando la expresion en células gingivales. Se pudo
observar que la RNasa 7 se estimulaba y actuaba en respuesta a invasiones de
Streptococcus mutans 'y S. mitis que constituyen los microorganismos
principalmente responsables de caries y otras patologias dentarias (Eberhard et

al 2009).
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Otro trabajo ha demostrado la asociacion de la expresion y presencia de
la RNasa 7 (Glasser et al 2009) con la actividad de la respuesta inmune innata en
la piel. EI modelo experimental utilizaba la radiacion UV como sistema de
ablacion de la respuesta adquirida y precisamente en ese estadio, en el que la
respuesta inmune innata se potencia también se sobreexpresa la RNasa 7 al
mismo tiempo que todas las proteinas clasicas de la respuesta inmune innata.
Otras patologias epiteliales también, como ya describieron desde el grupo de
Harder con la psoriasis, también cursan con aumento de la expresion de la
RNasa 7, como es el caso del liquen esclerdtico, patologia inflamatoria
esclerdtica de la piel asociadas a enfermedades autoinmunes con activacion de

células T (Gamblicher et al, 2009).

En uno de los ultimos articulos del grupo de Harder (Abtin et al, 2009) se
ha realizado un hallazgo de importancia crucial en la actividad antibacteriana de
la RNasa 7. El estudio de estos investigadores reafirma el hecho de la induccion
de la expresion del gen de la RNasa 7 por la presencia de microorganismos
patdgenos. Pero ademds describe que también se dan aumentos de la expresion
durante la maduracion del queratinocito (es el modelo utilizado) acompafiado de
aumentos proporcionales y acompasados de la expresion de RNasa 5 y del
inhibidor humano de RNasas (RI). Esta paridad puede llevar a la conclusion de
que el RI esté ejerciendo una accion silenciadora sobre las RNasas que solo

actuaran cuando se dé una amenaza de infeccion bacteriana.

Los estudios in vitro de este trabajo apoyan esta hipdtesis, ya que una
inhibicion de la actividad RNasa por parte del inhibidor RI aborta al mismo
tiempo la actividad bactericida. Suponiendo que para la liberacion de la RNasa 7
es necesaria la proteolisis del RI, se hicieron experimentos en los que la
inhibicion de la proteolisis del RI mantenia la inhibicion de la actividad RNasa y

de la actividad antibacteriana.
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2.8 Similitudes entre la RNasa 3/ECP y la RNasa 7.

Experimentos en modelos de membrana

En cuanto a otras similitudes entre la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 un
trabajo de nuestro grupo ha establecido por primera vez una comparacion entre
la actividad de ambas proteinas en modelos de membrana (Torrent et al, 2009a).
Los estudios realizados se basaron en pruebas in vitro con liposomas modelo.
Constituian en resumen en la deteccion cuantitativa de la liberacion de una
sonda fluorescente si la estabilidad y/o estructura de la bicapa lipidica quedaban
comprometidas. Los resultados describieron un comportamiento de las dos
proteinas muy similar, de hecho las dos dependian de su naturaleza cationica
para ejercer su accion sobre las membranas. A pesar de una identidad de
secuencia de solamente del 38% el mecanismo es muy parecido y comparte
areas de similar caracter cationico. También en este trabajo se descartd que la
RNasa 3/ECP pudiera formar poros. Sin embargo, en el caso de la RNasa 7 si se
observaron desestabilizaciones locales de la bicapa lipidica que permitian liberar

marcadores de bajo peso molecular, pero no moléculas de un tamafio superior.

A pesar de estas similitudes importantes el estudio describi6 una serie de
diferencias en el mecanismo molecular de su accion contra las membranas (Fig.
31): de entrada la RNasa 7 es mas potente en su acciéon dado que bastaba una
relacion proteina/lipido en la incubacion con liposomas de 1/900 para ejercer los
mismos efectos que se consigue con la RNasa 3/ECP con una relacién 1/300.
Otra caracteristica crucial de la RNasa 7 es que la cronologia de su proceso de
disrupcion de las membranas es diferente del de la RNasa 3/ECP. En cuanto a la
RNasa 7, ésta primero desestabiliza la membrana de los liposomas modelo y
luego es cuando los agrega, inversamente a la RNasa 3/ECP. Se pudo describir
precisamente como una relacion del mismo tipo que la descrita pero a la inversa:
una relacion proteina/lipido para la incubacion de liposomas, en el caso de la
RNasa 7 era de 1/400 para conseguir la misma agregacién que se veia con la
RNasa 3/ECP a una ratio menor de 1/1000, lo que respecta a la perdida de
contenido vesicular (leakage) parece funcionar a la inversa: en RNasa 3/ECP

requiere una ratio proteina/lipido de 1/300 mientras que en la RNasa 7 es de
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Figura 31. Estudio en el proceso de agregacion de liposomas por la RNasa 3/ECP (A4)
v RNasa 7 (B). El proceso de agregacion de liposomas se siguio por visualizacion de
morfologia del liposoma mediante microscopia confocal en incubacion de 40 min. Las
proteinas marcadas con Alexa Fluor 488 (verde) fueron excitadas utilizando un laser
de argon de 488 nm (se registro la emision de 515-540 nm) y Dil Vibrante (rojo) fue el
utilizado para marcar los lipidos excitando con diodo anaranjado (registrada la
emision de 588-715 nm). Tres relaciones molares proteina/lipido representativas fueron
escogidas para la comparacion de los pasos distintos del proceso de agregacion de
vesiculas lipidicas, mientras se tomo como referencia el perfil registrado del aumento
de absorbancia a 470 nm. A) RNasa 3/ECP: a) 1 uM (proporcion lipido/proteina
1600); b) 2 uM (lipido/proteina proporcion 800) y c) 4uM (lipido/proteina proporcion
400). B) RNasa 7: a) la ausencia de proteina; b) 5 uM (lipido/proteina proporcion 200)
y¢) 10 uM (lipido/proteina proporcion 100).

Un ultimo articulo de Torrent y colaboradores (2010) en el que se
compara igualmente la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 para la misma
caracteristica de agregacion pero sobre células bacterianas (E. coli y S.

aureus), corrobora la mayor capacidad agregante de la RNasa 3/ECP
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respecto a la RNasa 7 en la cepa Gram -negativo, lo cual podria depender de
la alta afinidad de la RNasa 3/ECP por la molécula de lipopolisacarido
(LPS). Por tanto, la actividad bactericida no solamente depende de la

capacidad de la proteina de alterar las membranas.

2.9 Inhibidor proteico de Ribonucleasas

El inhibidor de ribonucleasa (RI) de la placenta humana (Fig. 32) fue
inicialmente extraido y caracterizado por el grupo de Blackburn en 1977. Se ha
utilizado extensivamente en los estudios con la Ribonucleasa A (Murthy et al,
1996) pero no se conocen en detalle sus efectos sobre las propiedades bioldgicas
de otras ribonucleasas de la familia. El inhibidor de Ribonucleasa humano es una
proteina de 55000 Da con una estructura en forma de herradura predominante
por su exterior en alfa hélice (Fig32) (Iyer et al 2005). Este es un inhibidor de
tipo no competitivo y se ha podido evaluar constantes de inhibicion de manera
indirecta para algunas RNasas (Ki = 67 fM para la RNasa A, Ki = 0.7 fM para
la RNasa 5/Angiogenina, Ki= 0.2 fM para la RNasa2/EDN) (Iyer et al, 2005).
En cualquier caso se ha constatado que la proporcion molecular entre el
inhibidor y la ribonucleasa inhibida ha de ser de una ratio minima de 1:1 para

que tenga lugar.

Figura 32 Diagrama esquemdatico del inhibidor placentario humano en complejo con la
RNasa 2 (Extraido de Iyer et al, 2005)
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Hasta la fecha no existen estudios estructurales sobre la interaccion de RI
con la RNasa 3/ECP. Si se conocen la estructura y las interacciones moleculares
de la RNasa A y el RI, a partir de los estudios de Kobe y Diesenhorf (1996) en el
que resuelven la estructura molecular por difraccion de rayos X del complejo
RNasa A-RI. El ultimo complejo descrito es el de Iyer y colaboradores (2005)
del complejo RNasa2-RI. Como ya se ha comentado, este inhibidor se une con
alta afinidad a otras RNasas de la familia con poca identidad de secuencia con la
RNasa A humana. Esto lo consigue el inhibidor por dos caracteristicas
principales: es capaz de ajustarse a conformaciones menores para adaptarse a
diferentes ligandos y su larga superficie de interaccion puede crear un
microentorno de alta afinidad. Sin embargo, el RI no es capaz de unirse a
ninguna de las RNasas de rana, que comparten una homologia considerable pero
que se diferencian en aminodcidos criticos para la union del inhibidor con el
enzima. De los 144 contactos por fuerzas débiles que se dan entre la
Ribonucleasa A y el RI, los aminoacidos clave en dicha interaccioén son los que
se relacionan a continuacion, con su posible equivalente en la RNasa 3 si
hubiese lugar: K41 con 9 contactos (que equivale al residuo a K38 de la RNasa
3/ECP), K7 con 9 contactos, R39 con 14 contactos con RI (ésta podria tener un
equivalente en la posicion de la arginina 36 en la RNasa 3/ECP), G88 con 7
contactos con RI (posicion que se conserva como G89 en la RNasa 3/ECP) y
E111 con 14 contactos con RI y S89 con 9 contactos con RI. Unas conclusiones
mas detalladas y coincidentes con estas equivalencias para la RNasa 3 se
extrajeron del trabajo de Suzuki y colaboradores (1999) en el cual la
construccion de una quimera en la G89 de la RNasa 2, reducia la interaccion
con el Inhibidor de Ribonucleasa, indicando la importancia de dicho residuo en

la interaccion con el mismo.
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3. Objetivos

Esta tesis tiene como objetivo general dilucidar aspectos determinantes de los
mecanismos moleculares de las ribonucleasas 3 y 7 en su actividad antibacteriana. Para
ello nos hemos marcado unos objetivos concretos y hemos seleccionado metodologias

especificas:

Objetivo n°1

Identificar regiones determinantes de la actividad bactericida mediante fragmentacion

proteolitica de la RNasa 3/ECP.

Estudio de la importancia de secuencias y residuos concretos de la zona N-terminal de
la RNasa 3/ECP ya sea por utilizacion de mutantes de aminoacidos clave de esta zona

como de péptidos derivados de la misma. Para ello se plantean dos etapas previas:

Protedlisis de la RNasa 3/ECP por Lys-endoproteasa, proteasa que presenta un unico
punto de corte en la secuencia (Lys 38), que permite aislar el fragmento N-terminal 0-

38, de potencial interés, caracterizandose por vez primera, su actividad antibacteriana.

Escision limitada de la RNasa 3/ECP por bromuro de ciandgeno y posterior separacion

de los péptidos por cromatografia.

Comparacion de la actividad de los fragmentos producto de escision de la proteina con
los péptidos sintéticos correspondientes también a regiones N-terminal de interés

potencial.
Andlisis de mutantes de la RNasa 3/ECP de la region N-terminal y los efectos derivados

mediante la expresion endogena de proteina recombinante en su forma soluble en la

cepa de E. coli Rosetta Gami.
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Objetivo 2:

Desarrollo y optimizacién del protocolo de expresion, purificacion y caracterizacion de

la RNasa 7 recombinante.

Generacion por mutagénesis dirigida de la variedad (P75Y93) de la RNasa 7 aislada en
queratinocitos, a partir de la secuencia de cDNA obtenida de rifion (A75H93), asi como

de los mutantes parciales correspondientes.

Estudio comparativo de la actividad antibacteriana y RNasa de las dos variantes de la

RNasa 7, y su comparacion con las propiedades de la RNasa 3/ECP.

Objetivo 3:

Caracterizacion de la actividad antimicrobiana de la RNasa 7 y de la RNasa 3/ECP, y
variantes respectivas, utilizando Escherichia coli BL21 y Staphylococcus aureus A504
como especies de referencia Gram-negativo y Gram-positivo. Se compararan los
parametros de viabilidad celular bacteriana por cuantificacion de ATP celular, la
degradacion de RNA total y la liberacion del contenido intracelular de las bacterias por

lisis.

Objetivo 4:

Se estudiara la potencial relacion entre la actividad RNasa de la RNasa 3/ECP y su
actividad antibacteriana. La hipdtesis de trabajo se basa en la accidon potencial de las
RNasas a distintos niveles: pared bacteriana, membrana citoplasmatica y RNA como
diana intracelular. Se analizard la susceptibilidad del RNA a la degradacion por la

RNasa y mutantes del centro activo.
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Objetivos metodoldgicos

Para llevar a cabo los objetivos anteriormente detallados, ha sido necesario

paralelamente disefiar y optimizar los siguientes protocolos:

Optimizacion del protocolo de expresion y purificacion de la RNasa 7 recombinante.
Puesta a punto de un sistema de evaluacion de la viabilidad bacteriana, independiente de
los eventos de agregacion celular, basada en la cuantificaciéon de los niveles de ATP

como indicador del nimero de células viables.

Puesta a punto de un protocolo para un test de la evaluacion del RNA celular bacteriano

frente a la incubacion con las RNasas 3y 7.

Establecimiento de nuevas condiciones de cristalizacion para la RNasa 3/ECP y la

RNasa 7 para su posterior estudio por difraccion de rayos X.
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4 Materiales y Métodos

En este apartado se describen los métodos, protocolos, reactivos y
sistemas para la consecucion de los experimentos que confirmarian nuestras
hipdtesis de trabajo. Se detallaran los aspectos clave para la reproduccion de
estos experimentos con €xito, asi como algunos comentarios de su puesta a
punto y la referencia bibliografica de partida. El orden de redaccion ird de los
métodos méas comunes a los mas especificos, estableciéndose una parte de
métodos en Biologia Molecular, una parte para de estudios funcionales de las
propiedades biologicas de las RNasas estudiadas y una tltima para métodos del
ambito de la quimica e ingenieria de proteinas. Algunos detalles mas especificos

se describiran en el apéndice.
4.1 Métodos en Biologia Molecular

4.1.1 Métodos basicos

Tanto para la expresion de los mutantes de manera enddgena en la cepa
Rosetta Gami de E.coli, como para las preparaciones y chequeos de la
mutagénesis dirigida, y el traspaso de un plasmido a otro, se utilizan una serie de
técnicas basicas en Biologia Molecular (Sambrook et al., 2001) que pueden

incluir variaciones segiin cada experimento. Se detallan a continuacion:

Preparaciones de DNA plasmidico en E.coli (“minipreps’).

El DNA plasmidico se extrae normalmente de E.coli cepa XL1blue,
Novablue o RosettaGami. Desde un cultivo crecido hasta OD600nm de 0.6-0.8
se centrifuga en condiciones suaves (4 min a 6000 g) para resuspenderlo en 400
ul de una soluciéon I (50 mM Glucosa, 25 mM Tris/HCI pH 8.0, 10 mM EDTA
pH 8.0) proveida en el mismo kit de preparaciones, seguidamente 400 pl de
solucion II (0.2 N NaOH, 1% SDS) para la lisis incubados durante 3 min y por
ultimo 400 pl de solucion I (3M Acetato potésico, SM acético glacial) para

detener la lisis. La mezcla se centrifuga 10 min a 9500 g. El sobrenadante se

64



pasa por una columna de hidroxiapatita mediante varias centrifugaciones a
13500 g durante 1 minuto con tampones de lavado. En la ultima centrifugacion

debe de aplicarse 50ul de agua DNAsa free.

Determinacién y control de calidad de 4cidos nucleicos

Tanto las preparaciones de DNA plasmidico como otras disoluciones de
acidos nucleicos se cuantifican mediante absorbancia a 260 nm y su calidad
mediante la ratio 260/280. La cuantificacién de los acidos nucleicos responde a

la siguiente equivalencia:

1 OD26onm = 50 pg/ml de DNA (0 40 pg/ml en el caso del RNA)

Para los calculos ulteriores se tienen en cuenta la dilucién del acido
nucleico (estandarizado siempre a 1/10) y el volumen de la disolucion. Se
minimiza la cantidad de muestra a cuantificar utilizando una cubeta de cuarzo

para un volumen de 50 pl.

En cuanto a la calidad de los 4cido nucleicos, se pretende que sea de una
ratio 260/280 entre 1.7 y 2 para considerarlo de una calidad aceptable. Por
encima se puede considerar que existe una contaminacion de fenoles y por
debajo de esos valores puede suponerse contaminacion proteica, aunque puede

también deberse a degradacion del mismo.

Digestion v otras reacciones de DNA

El DNA se digiere con el fin de comprobar los fragmentos resultantes o
para extraer insertos en plasmidos y asi generar fragmentos para realizar las
posteriores ligaciones a otro plasmido. El volumen de enzima de restriccion
afiadido debe estar por debajo de una proporcién 1/20 del volumen total de
reaccion, con el fin de evitar que el glicerol que los conserva interfiera en la
misma reaccion (normalmente provocando reactividades star en los enzimas de
restriccion, es decir, inespecificidad en el corte de la restrictasa). Las adiciones

tanto para la digestion como para cualquier otro tipo de reacciones en Biologia
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Molecular, se suceden en este orden: DNA, H,0, tampo6n de reaccioén y enzima
de restriccion, siempre agitando suavemente con el dedo y acabando con un
pulso de centrifuga. Los tubos y las puntas de pipeta utilizadas son siempre
autoclavadas para conseguir que sean DNAsa free, asi como el agua en la que se
llevan a cabo las reacciones. Las que se utilizan para RNA no son autoclavadas
sino que son RNase free certificadas y siempre que se utilicen se hace en
ambiente RNase free y en segiin que circunstancias se rocia ligeramente con
RNAseZAP™, liquido preventivo contra contaminacion de RNasas (ver

apéndice).

Deteccion de acidos nucleicos por electroforesis en gel de agarosa:

Este tipo de electroforesis de rutina en Biologia Molecular, permite
separar a los acidos nucleicos por su masa molecular y detectarse por la
fluorescencia del bromuro de etidio que queda intercalado en los dacido
nucleicos. El gel se prepara fusionando una dilucién de agarosa en polvo en un
volumen adecuado de tampon TAE (Tris, Acetato, EDTA). Para la mayoria de
detecciones se realiza la dilucion al 1% (p/v), aunque para la deteccion de
fragmentos pequenos se puede optar por 1.5%. El gel fusionado y atemperado,
se mezcla con bromuro de etidio (aproximadamente 5 pl por 50 ml de gel), luego
se dispensa en una cubeta estanca que serd su molde, se inserta el peine que dara
forma a los pocillos de muestra y se deja solidificar. Las muestras se aplican con
un tampon de carga en proporcion 1/5, dicho tampon contiene (glicerol 30%,
100 mM EDTA pH 8, azul de bromofenol 30% w/v). La electroforesis se ejecuta
normalmente a 80-90 voltios durante aproximadamente 90 min y se detectan las
bandas por irradiacion en lampara de ultravioleta. La imagen se toma mediante
un sistema de captacion de imagenes de la casa BIORAD. En caso de correr
geles para RNA se debe de utilizar tampones diluidos en agua RNase free y

afiadiendo formaldehido al 10% en el mismo gel.
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Extraccion de bandas de DNA a partir de un gel de agarosa

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Con el fin de aislar y purificar fragmentos para insercion en plasmido, se
separan por gel de agarosa al porcentaje adecuado y se extraen cuando son
visualizados por tincion con bromuro de etidio e iluminaciéon con luz
ultravioleta. A continuacion el proceso sigue con la utilizacion de tampones y

reactivos de la casa QIAGEN:
Se extraen cuidadosamente con una hoja de bisturi DNAsa free (estéril) y se
pesa para calcular el volumen de tampon de dilucion, en funcion del peso de

agarosa que contiene el DNA a extraer.

Se mezcla con 3 volumenes de tampon QX1 (3 pul/mg de peso de agarosa) de la

casa Qiagen.

Se afiaden 30 pl de tampon QIAEXII. Luego se incuba a 50 °C durante 10 min.
Vortex 30 s.

Centrifugar la solucion 30 s al mdéximo. Descartar cuidadosamente el

sobrenadante. Lavar con 500 pl de QX1, repitiendo la operacion.

Repetir un lavado con tampo6n PE (nombre comercial).

Dejar secar el sedimento entre 10-15 min o hasta que se visualice el mismo de

color blanquecino.

Resuspender con un volumen de agua DNAsa free de aproximadamente 20 pl.

Acto seguido volver a incubar a 50°C durante 5 min. Dejar atemperar.
Volver a centrifugar 30 s al maximo y recoger el sobrenadante donde estara el

DNA.

Cuantificarlo, evaluarlo y guardarlo a -20°C.
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Transformacion de E.coli con DNA plasmidico

Los plasmidos se deben transformar en las correspondientes cepas, ya sea
para conseguir expresion de proteina recombinante, o bien  conseguir
amplificacion del gen que lleva inserto ese mismo plasmido. La transformacion
se lleva a cabo con una ligera variacién del protocolo descrito por Sambrook et

al., 2001:

Aproximadamente 20 ng de DNA plasmidico (volumen variable segun
concentracion de plasmido, pero siempre inferior a 2ul) se introducen en el
fondo de un tubo de 10 ml depositado en hielo. Se incuba con una suspension de
bacterias competentes XL1blue, BL21(DE3) o Rosetta Gami durante 20-30 min.
en hielo. Acto seguido se procede al choque térmico que provocara la
permeabilidad de las envueltas de la bacteria al DNA, este choque térmico se
consigue mediante la incubacion durante 45 s a 42°C. Seguidamente se incuba
en hielo durante dos min para luego anadir un volumen de cultivo liquido TB
diez veces superior al inicial (a 50 pl de suspension de células se afiaden 450ul
de TB) con el que dejar 1 hora en crecimiento a 37°C. Dependiendo de la
eficiencia de transformacién de la cepa (por ejemplo BL21 es poco habil en
relacion a XL1blue) se puede optar por dos alternativas: en caso de que la
eficiencia de transformacion sea baja, centrifugar todo el cultivo para llevarlo a
un volumen final de 100 pl y sembrarlo, o si la transformacion es eficiente y
fiable dispensar 100 pl de los 500 pl crecidos durante la incubacion. El
sembrado se lleva a cabo por dispersion con asa de Digralski en placa de Petri de
LB+antibiotico de seleccion para el plasmido. Al dia siguiente se seleccionan las
bacterias que han transformado por seleccion en dicha placa, para propagarlas

por cultivo o almacenarlas.

Preparacion de células competentes:

La obtencion de bacterias competentes para la transformacion se realizo
también en nuestro laboratorio mediante el lavado en CaCl, de un cultivo
crecido hasta OD600 nm de 0.6. Por dos sucesivas centrifugaciones suaves

(4000 rpm’s que corresponden a 3500 g, durante 10 min) resuspendiendo en
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CaCl, 50 mM e incubando a 4°C en esa solucién, se obtienen células
competentes para utilizarse en el acto o para ser guardadas a -80°C si se mezclan

con un 15% de glicerol, seglin indica el método de Sambrook et al. 2001.

4.1.2 Mutagénesis dirigida

La mutagénesis dirigida es el método utilizado para obtener proteinas
mutantes con sustituciones en uno o varios aminoacidos mediante una mutacion
nucleotidica especifica en un codon. Esto se consigue mediante la amplificacion
de vectores plasmidicos por PCR, utilizando primers que cubren el area donde
esta el codén a modificar pero que presentan un desapareamiento (0
“missmatch’) justo en la base nucleotidica que determinard ese cambio (un
primer para cada una de las dos hebras del plasmido). Al amplificarse el
plasmido por la accién de una DNA polimerasa (con funcién Proof Reading),
ese desapareamiento queda conservado como molde valido para la siguiente
amplificacion y de esta manera queda amplificado cambiando totalmente la base
deseada. En nuestro caso, al necesitar una proteina mutada en dos aminoéacidos
este proceso se realiza en dos tandas con un primer diferente para mutar el

siguiente codon.

Para este fin se ha escogido el kit Quick-Change de Stratagene®. Este
sistema permite clonar desde cualquier vector plasmidico de DNA de doble
cadena y genera mutantes con una eficiencia teérica por encima del 80%. La
polimerasa utilizada en el kit es la PfuTurbo. Al acabar la amplificacion se
incuba el DNA amplificado con la endonucleasa Dpnl que es especifica
unicamente para el DNA metilado o hemimetilado. Asi es como se encuentra el
DNA plasmidico parental, proveniente de la miniprep de E.coli quedando
degradado por la accion de esta enzima. Con ello se evita que del resultado de la
PCR se conserve el plasmido parental que aun no presenta las mutaciones de
interés. En la tabla 3 se relaciona el protocolo para la PCR que se llevaria a cabo

segun instrucciones del proveedor.
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Segmento Ciclos Temperatura Tiempo
1 1 95°C 30s
2 16 95°C 30s
55°C 1 min
68°C 1min /Kb de plasmido.

Tabla 3. Esquema de protocolo de ciclos para la PCR por mutagénesis dirigida

La mezcla de reaccion se compuso de:

5 pul de tampon de reaccion x10

1 pl de DNA molde de doble cadena (plasmido) comprendiendo 50 ng del
mismo.

1 ul de primer 1 comprendiendo 125 ng del mismo.

1 ul de primer 2 comprendiendo 125 ng del mismo.

1 pl de mezcla de dNTPs.

H>0 miliQ hasta volumen final de 50 pl. Justo antes de la reaccidon se afiade
Iul de la DNA polimerasa Pfu turbo. Existe una reaccion de control positivo
suministrada por el fabricante, en la que se amplifica en un plasmido
pWhitescript mediante dos primers de una secuencia especifica también
suministrados en el mismo kit. La reaccion de control negativo se lleva a cabo

sustrayendo el DNA molde.

4.2 Métodos de caracterizacion de proteinas

4.2.1 Expresion recombinante de las RNasas 3 v 7 en E.coli BL21 (DE3) vy purificacion

de las proteinas a partir de los cuerpos de inclusion.

Las ribonucleasas de este estudio son expresadas a escala de miligramos
por tecnologia de DNA recombinante en la cepa BL21 (DE3) de Escherichia
coli. Para este fin se utilizan bacterias que hayan sido transformadas con el
plasmido pET11c + el gen de la RNasa de interés. Por razones de estabilidad del
plasmido y con el fin de minimizar cualquier eventual mutacién espontanea es

preferible transformar las bacterias antes de cada expresion. En cualquier caso,
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un glicerinado antiguo portando dicho plasmido no es recomendable para una

expresion eficaz. Se seguird el método descrito en Boix (2001).

Medios v reactivos:

Medio de cultivo TB: (componentes para 2 litros) Triptona 12g, Extracto de
levadura 24 g, glicerol 4 ml, estos componentes se disuelven en 1800 ml de agua
mili Q, se ajusta el volumen a 1900 ml y por ultimo se autoclavan
(preferentemente en dos volimenes iguales). A parte se prepara una disolucion
de KH,PO4 0.17 M mas K,HPO4 0.72 M que se autoclavara por separado. Esta
preparacion para dos litros supone 2.31g de KH,PO4 y 12.54g de K,HPO4
disueltos en 100 ml de agua mili Q. Una vez autoclavados el medio y el tampon

fosfato, se afiade uno al otro y se agita minutos antes de su utilizacion.

IPTG : 100 mM en H,O, filtrado.

Medio de cultivo LB: (componentes para 2 litros) Triptona 10 g, extracto de
levadura 5 g y NaCl 10 g en 1900 ml de agua mili Q. Luego se ajusta el volumen
a 2 litros una vez disuelto y por ultimo se autoclava. En caso de utilizar este
medio para la confeccion de placas mezclarla con 13 g de agar.

Antibioticos: stocks de Ampicilina y Carbenicilina 10 mg/ml

E.coli BL21 (DE3) + pET11c-ECPwt o pETl1c-RNasa 7 (y variedades

mutantes).

Tampon 1: (resuspension): Tris/HCI 10 mM, pH 8, EDTA 2 mM.

Tampon 2: Tris/HCI 10 mM, pH 8, EDTA 2 mM, NaCl 300 mM.

Tampon 3 (desnaturalizacion): Cloruro de Guanidinio 6M, Tris/Acetato 100

mM, pH 8.5, EDTA 2 mM.
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Tampon de replegamiento: Tris/Acetato 100 mM, pH 8.5, L-arginina 0.5 M,

glutation oxidado 0.2 mM (a afiadir en el momento de la utilizacion).

Acetato sodico 150 mM, pH 5.0.

Materiales e infrastructuras

-Agitadores magnéticos

-Incubador-agitador a 37°C a 180 rpm’s de agitaciéon, con capacidad para
matraces de 2 litros.

-Centrifuga Beckman Coulter ( mod. Avanti J26-XP) con capacidad para llegar a
16000 g y rotores JA-14 y JA-20.

-Cémara fria (4°C)

-Salida de N, (presion controlable a una presion diferencial de 0.25 atm)
-Concentrador (Millipore) Master Flex I/P.

-Sonicador Branson Sonifier 450 (Afora).

Procedimiento:

a) Se realiza un preinoculo de cepa de E.coli transformada con pET11c ECPwt o
RNasa7wt, a partir de una colonia en placa tras transformar, o de un rascado por
asa de Kolle al rojo vivo en glicerinado de -80°C. Se deja crecer hasta

confluencia a 37°C en cultivo de noche en LB.

b) Se inocula el cultivo en condiciones de esterilidad como sigue:
A 900 ml de TB estériles (autoclavados recientemente) se les afiade 100 ml
de tampon de fosfatos. Se agita y se le afade seguidamente 4 ml de
ampicilina (10 mg/ml). Se vuelve a agitar y se inoculan 10 ml de prein6culo.
Se dejan incubar hasta que el cultivo haya crecido hasta una ODgyonm de 0.6-
0.7 para la expresion de RNasa 3/ECP y de alrededor de 0.8 para RNasa 7.
Se decide esta modificacién del protocolo, tras haber puesto a punto el
método para la RNasa 7 dado que es preferible inducir con un mayor nimero
de células, por lo que se deja incubar a tiempos mayores antes de la

induccidn, debido a la mayor actividad bactericida de la RNasa 7.

72



d)

2

h)

Se induce la expresion de la proteina con IPTG a una concentracion final de
I mM (10 ml de 100 mM en 1000 ml normalmente). Se agita y se vuelve a
incubar a 37°C durante 4 horas para la RNasa 3/ECP y 3 horas para la RNasa
7. Se extrae una alicuota de 1 ml que servira para evaluar la expresion de la

proteina por gel SDS-PAGE.

Se centrifuga el cultivo a 15000 g durante 15 min a 4°C (10000 rpm’s en
centrifuga Beckman con rotor JA-14). Se descarta el sobrenadante. En este

paso se puede decidir congelar el sedimento resultante.

Resuspension del sedimento en 40 ml (por cada 1000 ml de cultivo) de
Tris/HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 2 mM. La resuspension se efectiia con
volumenes progresivos y evitando la formacion de espuma. En este momento
es conveniente subdividir el volumen en 4 de 50 ml tubos para hacer mas

manejable la muestra en los procesos que siguen.

Choques térmicos: para facilitar la lisis de las bacterias se llevan a cabo tres
ciclos de congelacion-descongelacion. Se congelan los tubos con la
suspension de bacterias en nitrégeno liquido y se descongelan incubandolos

en un bafio de agua a 50°C.

Sonicaciéon de la resuspension. Se realiza en el sonicador con el siguiente
programa: “duty cicle”: 50, “intensity”: 8, lo cual significaria una potencia de
aproximadamente 70W. La sonicacion (pulsatil) se realiza en todo momento
con el recipiente rodeado de hielo en 3 o 4 tandas de 20 min (para cada uno
de los 4 tubos). Regularmente y sobre todo al final de las tandas de
sonicacion, se chequea el cambio de color de la suspension bacteriana hacia
un marroén ligeramente oscuro (habiendo partido de una suspensioén de tono

lechoso).

Se centrifuga el cultivo a 20000 g durante 15 min a 4°C (10000 rpm’s en

centrifuga Beckman con rotor JA-14). Se descarta el sobrenadante. En este
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)

k)

D

paso se puede decidir congelar el sedimento resultante. Resuspension del

sedimento en Tris/HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 2 mM, NaCl 300 mM.

Se centrifuga el cultivo a 20000 g durante 15 min a 4°C (10000 rpm’s en
centrifuga Beckman con rotor JA-14). Se descarta el sobrenadante.
Resuspension del sedimento en el tampon 6M de Cloruro de Guanidina, Tris
100 mM, EDTA 2 mM. La resuspension se lleva a cabo en tandas sucesivas,

evitando la formacion de espuma a 10 ml por cada litro de cultivo.

Afadir glutation reducido a una concentracion final de 80 mM. La cantidad
se afiade paulatinamente sobre la disolucién del sedimento en agitacion y
mientras, se tampona afiadiendo empiricamente con Tris en polvo, para

corregir las variaciones de pH ajustando finalmente a 8.5.

Incubacion de la suspension bajo atmosfera de N,, durante 2 horas en
agitacion. El recipiente, envuelto con parafilm y con una salida para evacuar
el gas se somete a un soplado de N, desde una salida a presion (alrededor de

un diferencial de 0.3 atm).

Centrifugacion de la dilucién reducida a 16000 g durante 30 min a 4°C
(10000 rpm’s en centrifuga Beckman con rotor JA-20). Se recupera el

sobrenadante.

m) Dilucién del sobrenadante en un volumen 100 veces superior de tampon Tris

100 mM, L-Arginina 0.5 M, glutation oxidado 0.2 mM (especificamente
afiadido en este momento). La preparacion de dicho tampdn representa
aproximadamente un volumen de 2 L y debe estar previamente enfriado en la
camara de 4°C. La adicion del sobrenadante con la RNasa 3/ECP
desnaturalizada, debe ser: en frio, lenta, gota a gota (5 ml cada 10 min
aprox.), en agitacion muy suave y revisando continuamente la disolucion

total en cada tanda. Dejar en agitacion aproximadamente 48 horas a 4°C.
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n)

p)

Centrifugacion de la dilucion previa a 14000 g durante 30 min a 4°C (10000
rpm’s en centrifuga Beckman con rotor JA-14). Se recupera el sobrenadante

y se deshecha el pellet.

Concentracion de la proteina utilizando un concentrador con membrana de
polietersulfone (Modelo: PTJK Prep/Scale™ TFF 2.5TF2 High flux 10k de
Millipore). Previamente el cartucho de retencion se ha empapado con el
tampon final, dejando pasar aproximadamente 1.5 litros de Acetato sodico
150 mM, pH 5. Inicialmente se concentra la muestra a 250 ml
aproximadamente y a continuacion se realiza el cambio de tampoén mediante
el paso de un volumen de 2.5 litros de este tampdn para conseguir el cambio
efectivo del tampén a pH 5, dicho volumen se afade cuidadosamente en
tandas de 500 ml. El volumen final tras concentrar es el minimo posible y
alcanza aproximadamente los 125 ml. El protocolo hasta ahora se ha probado
que es util tanto para la RNasa 3/ECP como la RNasa 7. Lo Unico que

variard es el tiempo de retencion de las proteinas en la FPLC.

Purificacion de la proteina por FPLC mediante columna Resource S. El
criterio de separacion es el intercambio cationico y por ello el tampon para
llevar a cabo el gradiente es Acetato sodico 150 mM pH 5.0, NaCl 2M, que
ird de 0 a 2M, dicho gradiente se detallard en el apartado donde se detalla la

técnica para la FPLC.

Para ulteriores utilidades que requieran mas pureza de la proteina, se
pasaria a una cromatografia HPLC de fase reversa en columna C4 (Vydac)
con separacion por gradiente de acetonitrilo. En el caso de la formacién de
cristales de proteinas es necesario conseguir esa pureza. Las condiciones de
la cromatografia HPLC se detallardn extensivamente en el apartado de

métodos cromatograficos.
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4.2.2 Expresion recombinante a pequefia escala en forma soluble de las RNasa

3/ECP, RNasa 7 v variantes en E. coli Rosetta Gami®

La expresion recombinante en la cepa Rosetta Gami de E.coli es una expresion a
baja escala a nivel endogeno de la proteina plegada en forma soluble. Esta cepa
comercial de E.coli es una modificacion genética de la cepa BL21 (pLys) que
permite la traducciéon de codones de eucariota, y un plegamiento tedricamente
correcto al tener la deshidrogenasa de puentes disulfuro silenciada (ver apéndice
sobre cepas bacterianas). La cepa Rosetta Gami potencia la expresion de proteinas
por la incorporacién de siete codones raramente utilizados por E.coli, estos son
AUA, AGG, AGA, CUA, CCC, GGA, y CGG. Por otra parte la mutaciéon en los
genes trxB y gor provocan ablaciones de la actividad de la tioredoxina reductasa y la
glutation reductasa respectivamente, permitiendo una correcta formacion de los
puentes disulfuro de las proteinas y en consecuencia un correcto plegamiento de las

mismas.

El método implica la activacion de la expresion meramente por induccion por IPTG,
tal como se da con la cepa BL21, pero tras una optimizacién del protocolo, se
establecié que una induccidon a bajo nivel permitiria una expresion viable. Dicho
nivel de induccion quedo establecido en 0.4 mM de IPTG. El protocolo es como

sigue:

1) Se prepara un cultivo confluyente en medio liquido LB (con ampicilina a 100
Mg/ml finales) de la bacteria transformada con el plasmido de interés que crecera

durante una noche a 37°C en agitacion (200 rpm’s aprox.).

2) Se extraen 50 pl para inocularlos, bajo condiciones estériles, en 5 ml de TB con
ampicilina en la misma concentracion que el paso anterior y se deja crecer el cultivo
hasta una OD a 600nm de 0.6-0.7 (aproximadamente 2h). Mismas condiciones de

temperatura y agitacion que en paso 1)

3) Llegados a este punto del crecimiento, inducir la expresién con la adicion de

IPTG a una concentracion final de 0.4 mM a partir de un stock de 100 mM.
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4) Incubar en las mismas condiciones que (1) durante 1-2 horas (dependiendo del
mutante de RNasa 3/ECP o RNasa 7 puede variar). Los experimentos a realizar
posteriormente se dedicarian a la deteccion de la proteina (Western Blot, EF-
SDS-PAGE o zimograma) o a métodos de evaluacion de sus efectos (ODgonm,
recuento de cfu’s, viabilidad por cuantificacion de los niveles de ATP o
degradacion del RNA) pero nunca se realizardn procesos de purificacion y/o
separacion por encontrarse a niveles demasiado bajos de expresion y no ser

expresamente secretada al medio extracelular.

4.2.3 Desnaturalizacion irreversible de la RNasa 3/ECP.

Este proceso asegura la desnaturalizacion total de la RNasa 3/ECP ademas de su
irreversibilidad por la carboximetilacion de las cisteinas, impidiendo que se
vuelva al estado nativo, aunque se cambie el tampon de desnaturalizacion por
otro adecuado para el replegamiento de la proteina. Por otra parte, se evitard que
en el caso de digestion enzimatica o quimica, cualquiera de los fragmentos con

cisteina pueda volver a formar puentes disulfuro. El protocolo es como sigue:

1) Una alicuota de RNasa 3/ECP purificada de la expresion en E.coli
BL21, cuya cantidad no sea inferior a 1 miligramo, se liofiliza

totalmente.

2) La proteina liofilizada se disuelve hasta una concentracion
aproximada de 10 mg/ml en tampon de desnaturalizacion ( 0.1 M
Tris/HCI, pH 8, EDTA 2 mM, Cloruro de Guanidina 6 M). Esta
solucion como las siguientes deben estar atemperadas a temp.

ambiente (el almacenamiento a 4°C precipitaria parte de la muestra).

3) Seincuba a 37°C durante 1 hora, en oscuridad (preferentemente en un

bafio de agua).

4) Se afiade el volumen de ditiotreitol (DTT) 1 M necesario para llegar a
una concentracion de 25 mM final con nuestra proteina. Se incuba en

las mismas condiciones durante 90 min. Este paso reduce todos los
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S)

6)

extremos sulthidrilos (-SH) de las cisteinas rompiendo los puentes

disulfuros.

Se adiciona seguidamente iodoacetamida 1M (stock preparado),
llegando a una concentracion final de 250 mM. Se incuba también a
37°C durante 1 hora. Este paso consigue la carboximetilacion de las

cisteinas, de manera que no se vuelvan a formar los puentes disulfuro.

Se lava todo el volumen de la reaccion en un sistema de filtracion por
centrifugacion (Amicon de la casa Millipore) con exclusiéon de masa

molecular de 3000 Da. Para dicho lavado se procede como sigue:

6.1) El montaje de centrifugacion es un tubo falcon de 15 ml con
filtro interno que debe de lavarse con agua mili Q por

centrifugacion a 4000 rpm’s durante 15 min.

6.2) La muestra se centrifuga adicionada en el filtro de exclusion
junto con 1 ml de agua mili Q. Se centrifuga a 4000 rpm’s en

centrifuga Heraeus durante 30 min.

6.3) Se descarta el eluido y se repite dos veces mas la dilucion
con agua mili Q con sus correspondientes centrifugaciones. La
proteina en este momento ha quedado totalmente precipitada en el

fondo del filtro del tubo falcon.

6.4) Recuperacion del precipitado: este proceso es clave para la
recuperacion y reconstitucion de la disolucion de RNasa 3/ECP.
Se debe de afiadir un volumen de alrededor de 400 pl de agua mili
Q y resuspender al maximo posible ese precipitado aunque quede

como una suspension turbulenta y lechosa.

6.5) Luego, gota a gota, afiadir una solucion de Acético 1M, hasta
que la solucién se vuelve nitida por redisolucion de la RNasa

3/ECP.
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Este paso es esencial para que la proteina recupere su
solubilidad bajando el pH de la muestra. Debido a lo
impracticable de controlar el pH en volimenes tan pequeiios se
debe de afiadir el acético de manera empirica hasta que se vea la

solucidn virar de turbia a nitida.

6.6) Ahora la proteina se debe de liofilizar para, o bien someterla
a los procesos de digestion, o para ser utilizada directamente en
los ensayos. En cualquier caso, el proceso de liofilizacién
eliminara el acético y permitira rediluir la proteina a una

concentracion adecuada.

4.2 .4 Escision quimica v enzimatica de la RNasa 3/ECP.

Los siguientes subapartados describirdn tanto la proteolisis
enzimatica como la escision quimica de la RNasa 3/ECP y la separacion de los
productos resultantes. Se utilizara como muestra de partida la proteina

desnaturalizada y carboximetilada.

4.2.4.1 Proteolisis de la RNasa 3/ECP por Lys-endoproteasa

La Lys-endoproteasa es un enzima proveniente de Pseudomonas
aeruginosa (ver Apéndice-Enzimas) capaz de efectuar protedlisis
especificamente en el C-terminal de las lisinas de las proteinas (Watanabe et al,
1990). La digestion se da por una simple incubacién en un tampon adecuado
compuesto por Tris 10 mM pH 7.8, con un volumen final de 10 pl con 0.2 mg de
proteina liofilizada disuelta, se afiade 1 pl de enzima y se incuba a 25°C

(temperatura ambiente) hasta un maximo de 3 horas.

Se prepar6 una solucion a 0.1 U/ul de Lys endoproteasa en el mismo
tampon de incubacion. Considerando que la definicion de unidad enzimatica
para este enzima (definicion suministrada en el prospecto de SIGMA) es de una

unidad capaz de degradar 1 umol de proteina en 100 min y que las cantidades de
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trabajo en disolucion de la RNasa 3/ECP eran de 0.3 pumoles. Por tanto, se
estima que 0.1 unidades de enzima, podrian degradar en 200 min esa cantidad.
Es decir, 1 pl en 2 o 3 horas podrian haber digerido méas de un 60% de la
cantidad inicial de proteina, teniendo en cuenta que durante este tiempo el
enzima podria perder parte de su actividad. Los resultados mostraron que
quedaba un remanente minimo de proteina sin digerir y que la aproximacion

realizada fue 1til para nuestros propdsitos.

Se opta por no detener la reacciéon mas que por la misma congelacién a -80°C,
hasta reanudar los procesos de separacion posteriores de los que se obtiene un
unico fragmento de digestion (péptido 0-38) como se detallard en la seccion de

Resultados.

4.2.4.1.1. Separacion y purificacion de péptidos resultantes de la protedlisis

El péptido N-terminal (0-38) resultante se separ6 del resto de la proteina por
un proceso de filtracion selectiva. Se escogid este método tras haber
experimentado previamente pérdidas en los procesos de liofilizacion,
intercambios de tampon y cromatografia de HPLC y por la propia fragilidad del
péptido resultante, se utilizd por tanto un proceso rapido de filtros de exclusion
de masa molecular que permitird separar el péptido del resto de la proteina del

cual ha sido escindido.

Los filtros utilizados son los Microcon de la casa Milipore (Fig. 33) y el

proceso €s como sigue:

1) Se centrifugan los filtros Microcon previamente con agua miliQ, para
lavar la matriz de filtrado que hay dentro del cartucho de filtrado, dentro
de su tubo accesorio a velocidad maxima en microcentrifuga de

sobremesa durante 15 min.

2) Se aplica la muestra, en un volumen no superior a 500 pl en la parte
superior del cartucho de exclusion molecular de 10000 Da y se centrifuga

a 13200 rpm’s en centrifuga de sobremesa (12000 g). En este paso el
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3)

4)

5)

fragmento ha pasado al volumen eluido, mientras el fragmento grande ha

quedado retenido. El volumen resultante (50-100 pl) se recoge.

Se aplica el volumen eluido en un nuevo cartucho con su tubo accesorio
pero en esta ocasion de exclusion molecular de 3000Da. Se centrifuga en
las mismas revoluciones que en el paso anterior pero durante 60 min. El
fragmento que es de 4200 aproximadamente queda retenido en la matriz
del cartucho. Adicionalmente se puede repetir el proceso afiadiendo agua

mili Q para su lavado.

Invertir el tubo encajandolo en un nuevo tubo accesorio y afiadir un
volumen de 40-80 pl de tampon para la elucion final de nuestro péptido
de interés. Centrifugar a 8000 rpm’s durante 10-15 min. En este paso se
consigue invertir el sentido de la elucién y recuperar por inversion la

molécula retenida en la matriz.

Se recomienda guardar 20 pl de cada elucion (excepto 10 en el caso del
ultimo eluido) y asi poder analizarlo mediante SDS-PAGE. Se
recomienda asimismo alicuotar y liofilizar lo antes posible el péptido

resultante de la elucidn.

NOTA: en todo momento se utiliza agua mili Q y la muestra queda disuelta

en la misma, dado que ha de continuar con una liofilizacién o en cualquier

caso pasa al servicio de protedmica donde es necesario que no existan sales

en la disolucién.

81



Centrifugacion
(13200rpm’s 60')

Inversién del
cartucho

Adicién deagua
_ eluyente
Centrifugacio n

/ suave

| Adicién de Tubo con
B muestra eluyente a

. " descartar y tubo
{ :Edcl:%té)fldﬂ de nuevo para

elucié n final :
separacion

Figura 33. Diagrama esquemdtico del proceso de purificacion mediante los
tubos Microcon para filtracion por centrifugacion.

4.2.4.2. Digestion con bromuro de ciandgeno de la RNasa 3/ECP

Tedricamente cualquier proteina puede ser escindida por el extremo C-
terminal de las metioninas cuando se trata por BrCN en medio 4cido (Huang et
al, 1983). No obstante también se han descrito escisiones en el extremo C-
terminal de triptofanos en algunas proteinas. Esta escision puede ocurrir
mediante una oxidacion del nucleo inddlico del triptéfano promovida por
halégenos (Boulware et al 1985), los atomos de haldgenos presentes en la
reaccion pueden ser los d&tomos de yodo de la iodoacetamida que intervendra en
la carboximetilacién que se da para evitar la renaturalizacion de la RNasa
3/ECP, y aunque la iodoacetamida se puede haber eliminado casi totalmente en
el proceso de lavado previo a la reacciéon con BrCN, la oxidacién puede haber

ocurrido previamente durante el proceso de carboximetilacion.

Para una escision limpia y efectiva, se trabajard con la proteina
desnaturalizada y carboximetilada, en consecuencia, desplegada total e
irreversiblemente. E1 método consiste en una simple incubacion a temperatura
ambiente en una relacion molar adecuada tal como se indica en el siguiente

protocolo:

a) Disolucion de la proteina carboximetilada liofilizada, a una

concentracion de 10 mg/ml en HC1 0.1 M.
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b) Adicion de BrCN a una concentracion inicial de 45 mg/ml
disuelto en HC1 0.1 M sobre la RNasa 3/ECP, con una relacion
molar de 100:1 con la misma. En concreto se parti6 de 2 mg de
proteina liofilizada (0.1286 umoles de RNasa 3/ECP) y se
incubaron con 12.86 pumoles de BrCN.

c) Incubacién con agitacion leve durante 24h en campana de

extraccion.

d) Liofilizacion de la mezcla de digestion (liofilizacion por separado
de cualquier otra muestra debido a la generacién de trazas de

cloro gaseoso y otros compuestos toxicos).

Todos los procesos deben realizarse en campana de extraccion con las
maximas medidas de seguridad: bata, guantes (dobles a ser posible), gafas de
seguridad y mascarilla, dado que el BrCN es extremadamente toxico. No
obstante en soluciones acuosas y pasadas 24 horas, Merck informa que mas del

75% se habria degradado reduciendo al maximo la toxicidad.

Una vez obtenido el liofilizado, puede congelarse a -20°C hasta su
utilizacion, en la que sera disuelto en la solucion inicial de muestra para HPLC
(H2O + TFA 0.1%) para ejecutar la separacion y purificacion de los péptidos

resultantes por cromatografia HPLC de fase reversa.

4.2.4.2.1 Separacion cromatografica de los fragmentos de escision de la RNasa

3/ECP con BrCN

Los productos de la escision de la RNasa 3/ECP mediante la reaccion con
BrCN se analizaron siguiendo una modificacion del método de McFarland &

Borer (1979) como se describe:

A) Inyeccion de 100 pl de una mezcla de reaccion en una columna de HPLC de

fase reversa (Symmetry C18) equilibrada previamente durante 30 min con 10%
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de solvente B (95.5% acetonitrilo (v/v) + 0.05% acido trifluoroacético) y 90% de

solvente A (95.5% agua + 0.05% 4acido trifluoroacético).

B) La elucion se llevo a cabo con un flujo de 1 ml/min con un lavado inicial de
10 min y un gradiente linear de 100 min como se ilustra en la tabla 4. Tras cada
ejecucion el sistema se lavd con agua miliQ desgasada durante 30 min y
finalmente se pasa por la columna 20% de metanol en agua miliQ desgasada,
solucion que serd la de conservacion de la columna. El producto de elucion se
monitorizd y cuantificé con absorbancias a 280 nm y 214 nm. En un ensayo
previo se realizd esta separacion utilizando la columna C4-Vydac con el
protocolo que se muestra en la tabla 5, aunque no obtuvo la separacion optima

que si se consigue con la Symmetry-C18.

C) Las fracciones eluidas fueron recuperadas a intervalos de tiempo de 2 min, a
menos que diferentes picos se hubiesen detectado dentro de dichos intervalos,

entonces en ese caso los picos se colectan independientemente.

D) Las fracciones recogidas tras una medida de la absorbancia se liofilizan para

concentrar el péptido resultante.

E) Al tubo de liofilizacién (que suele ser el mismo tubo de coleccion de la
cromatografia) se le da un pulso de centrifuga para recoger el polvo, luego se
anade un volumen de agua adecuado (en funcién de la medida estimada de la
absorbancia), se agita vigorosamente el tubo en vortice y se recoge todo el
liquido por centrifugacion en centrifuga Heraeus para tubos Falcon a 4000 rpm’s

durante 5 min.
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&l Time Flovwy %8, %B
IH 1.00 1000 0.0
2 5.00 1.00 1000 0.0
3 85.00 1.00 65.0 35.0
4 56.00 1.00 0.0 1000
5 94.00 1.00 0.0 100.0
5 100.00 1.00 1000 0.0

Tabla 4 Condiciones de la ejecucion del gradiente para el protocolo de la columna Symmetry

A= H20+TFA 0.05% B= Acetonitrilo +TFA 0.05%

@ Time Flovwy %4 %8

IH 0s0| 1000 0.0
2| 1500 0s0| 1000 0.0
3] es00 050 300 70.0
4| 7000 050 oo| 1000
s| =000 050 00| 1000
6| 8500 0s0| 1000 0.0
7| @000 0sa| 1000 0.0

Tabla 5 Condiciones de la ejecucion del gradiente para el protocolo de la columna Vydac

A= H20+TFA 0.05% B= Acetonitrilo +TFA 0.05%

Las especificaciones para cada columna fueron las siguientes:

Columna C4 de fase reversa (Vydac)

Dimensiones: 0.46cm @ x 25 cm largo

Tamano de particula: 5 pm

Flujo maximo: 1ml/min

Columna C18 de fase reversa (Symmetry)

Dimensiones: 0.46cm @ x 15 cm largo

Tamafio de particula: 5 pm

Flujo maximo: 1ml/min
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Para la purificacion de fragmentos resultantes de la fragmentacion de RNasa 3/ECP la

columna mas apropiada resulté ser la Symmetry C18.

4.2.5 Meétodos cromatograficos de separacion vy purificacion de las proteinas

recombinantes.

4.2.5.1 Cromatografia de intercambio catidnico para la purificacion de las

RNasas 3y 7

En el proceso de obtencidon de las proteinas por expresion, se purifica la
proteina mediante una cromatografia cuyo criterio de separacion aprovecha el
cardcter altamente catidnico de nuestras proteinas. Para este fin, se utiliza un
sistema integrado de FPLC con una columna de intercambio catiénico Resource

S (Pharmacia).

La muestra viene del proceso de concentracién de la proteina hasta un
volumen entre 120 y 160 ml y es succionada por el sistema de FPLC a un flujo
de 1ml/min. El tampén de elucion inicial es A = Acetato sddico 150 mM pH 5,
para conseguir el gradiente de separacion se utiliza un tampon B = Acetato
sodico 150 mM pH 5 + NaCl 2 M (ambos desgasados). El gradiente llega a 2M

de NaCl en una rampa en dos tramos de 30 min en total.

Para ambos protocolos cromatograficos, el aparato equilibra la columna
con tampdén A en unos 20-30 min a un flujo de 1 ml/min. Luego, la muestra de
partida que no supera los 175 ml de volumen y es succionada por el sistema
evitando absorber aire. El sistema ejecuta una coleccion de fracciones a 2ml por

tubo y hasta 45 tubos.

La RNasa 3/ECP queda eluida tipicamente al 29% de tampon B, lo que
representa la elucion a una conductancia de 61.7 mS/cm, mientras que la RNasa
7 eluye al 27%, que se traduce en una conductancia de 60 mS/cm. La proteina
queda eluida en una fraccion de 8§ ml que posteriormente se congelard para su

ulterior liofilizacion.
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Eventualmente el sistema puede ser utilizado tanto para repurificar
muestras que han pasado por una primera purificacion de FPLC, previo

desalado.

4.2.5.2 Cromatografia de fase reversa para la purificacion de la RNasa 3/ECP o

la RNasa 7

Este método se utilizara sobre purificaciones previas mediante el método
de FPLC de intercambio cationico, en cualquiera de las dos proteinas de esta
tesis, con el fin de obtener proteinas totalmente purificadas y con la seguridad de
estar libres de sales. Este proposito final tiene dos intenciones claras: la maxima
pureza para obtener cristales de ambas proteinas con las que se pretenderd
obtener espectros de difraccion de rayos X y obtener muestras de una pureza tal
que aseguren tanto la secuenciacion N-terminal como el analisis de

espectrometria de masas MALDI-TOF. El protocolo seguido fue el siguiente:

A) Inyeccion de 100 pl de una mezcla de reaccion (disuelta en agua + 0.05%
acido trifluoroacético) en una columna de HPLC de fase reversa (Vydac C4)
equilibrada previamente durante 30 min con 10% de solvente B (95.5%
acetonitrilo (v/v) + 0.05% 4cido trifluoroacético) y 90% de solvente A (95.5%

agua + 0.05% acido trifluoroacético).

B) La elucion se llevo a cabo con un flujo de 0.5 ml/min con un lavado inicial de

10 min y un gradiente linear de 70 min como figura en la tabla 6.

| Time Flonne Yot %E

_ 0.0 0.0 100
2 20,00 0.0 0.0 100
5] E0.00 0.:50 200 g0.0
4 F0.00 .50 0.0 100.0
3 a0.00 050 0o 100.0
G a5.00 0.:50 0.0 100

Tabla 6. Condiciones de la ejecucion del gradiente para el protocolo de la columna Vydac en el
caso de purificacion de RNasa 3/ECP y la RNasa 7 (A= H20+TFA 0.05% y B= Acetonitrilo
+TFA 0.05%).
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4.2.5.3 Analisis final de las muestras

Tras realizar las diferentes cromatografias, los siguientes pasos de andlisis e
identificacion (secuenciales o alternativos) son la espectrometria de masas y/ o la
secuenciacion aminoacidica del N-terminal. Ambos procesos se realizarian en el
Servicio de Proteomica y Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia y Biomedicina

adscrito a la UAB.

Para suministrar la muestra, se estim6 previamente su concentracion a partir de su valor
de absorbancia. Se realiza también una electroforesis SDS- PAGE, para comprobar que
la muestra sea pura. En el caso de los péptidos cuando se ha podido efectuar
previamente la secuenciacion, se puede deducir su coeficiente de extincion y entonces
evaluar la concentracion. En cualquier caso, la fraccion que se lleva al servicio debe ser
del orden de 20-50 nanogramos y se aporta disuelta en agua mili Q. En caso de prever
un periodo de espera mayor de tres dias en dicho servicio, entonces la muestra se

suministra en polvo liofilizado (en el mismo tubo eppendorf que se entrega).

4.2.6 Electroforesis de proteinas

La separacion de proteinas en geles de poliacrilamida nos es de utilidad
crucial para identificar las proteinas de interés cuando queremos comprobar que
la muestra es pura y para chequear las diferentes digestiones que se producen en
la RNasa 3/ECP y la RNasa 7. También es el paso previo para otro tipo de
técnicas como serian el zimograma o el Western blot o simplemente la
transferencia a membranas de PVDF para andlisis protedmicos (Bollag et al,
1996). Es una técnica basada en la movilidad diferencial en un entramado
molecular de poliacrilamida (cuya densidad de entramado podra separar con
mayor definicion) como resultado de la aplicacién de una corriente eléctrica en
proteinas colmatadas de cargas negativas por interaccion del SDS. Con esa
premisa, las proteinas corren en funcidén de su volumen, que a efectos tedricos se
simplifica en su tamafio que estd relacionado con su masa molecular. Dicha

movilidad es funcidn del inverso del logaritmo del peso molecular de la proteina.
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Las electroforesis se realizan en geles del 15% de poliacrilamida, dado
que resulta en la mayor definicion para el rango de pesos moleculares de las
ribonucleasas. No obstante cuando se desea detectar péptidos mas pequefios
resultantes de la degradacion quimica o enzimadtica, se opta por un porcentaje
superior (por ejemplo del 20%). Como es habitual precede a la separacion de las
proteinas, el paso por una parte del gel que es apiladora, invariablemente es un
gel del 7%. La composicion de los geles separadores de poliacrilamida es la

siguiente:

Solucion A (acrilamida al 50%) 2.5 ml
Solucion B (Tris HCI pH 8.8) 1.25 ml

H,0 1.25 ml

TEMED 6 pl

Solucion D (Persulfato amoénico al 10%) 45 pl

Y esta es la composicion de los geles apiladores o “stacking”:
Solucion A (acrialmida al 30%, bis-acrilamida al 0.8%) 0.5 ml
Solucion B (Tris/HCI 0.5 M pH 6.8, 0.4% de SDS) 0.75 ml
Solucion C (Tris/HCI 0.5 M pH 6.8, 0.4% de SDS) 0.75 ml
H,O 1.9 ml

TEMED 6 pl

Solucion D (Persulfato amoénico al 10 %)

El orden de adicion de los ingredientes del gel es el mismo en el que se
muestran, con el fin de que no se dé polimerizacion prematura del gel. La
polimerizacion nivelada del gel separador se asegura anadiendo un volumen de
isopropanol que cubra el gel y el gel apilador polimeriza bajo el peine insertado

que dard molde a los pocillos de aplicacion.

La aplicacion de las muestras sigue el siguiente protocolo:

Las muestras se aplican en una cantidad no menor a los 5 pg en un
volumen total no mayor de 20 pl, teniendo en cuenta que el tampdn de carga esta

en una proporcion 1/5 respecto al volumen final. La muestra se aplica siguiendo
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estos pasos: se calienta previamente a 100 °C durante 5 min (en su tubo
eppendorf) y luego se conserva en hielo hasta su aplicacion. Previamente se

aplica un pulso de centrifuga para recoger el liquido condensado en el tubo.

La composicion del tampon de carga es la siguiente: glicerol (30%), SDS
(9%), B-mercaptoetanol (15%), azul de bromofenol (0.05%) disueltos en tampon

Tris/HCI 180 mM, pH 6.8.

La composicion del tampén de recorrido (running buffer) es la siguiente
para 1 litro de tampon x10: 30.3 g de Tris, 144 g de glicina, 10 g de SDS y agua
destilada hasta el volumen final. Se diluye en agitacion hasta x1 en el momento
de su uso.

La ejecucion de la electroforesis ocurre a 125-135V durante el
apilamiento y de 150-170 V para la separacion. Luego pueden escogerse varios
métodos de tincion de las proteinas separadas o continuar con ulteriores procesos
analiticos. Las dos tinciones mas utilizadas en nuestro laboratorio fueron las
tinciones de Azul de Coomassie y la de nitrato de plata. Tanto en el proceso de
la electroforesis para la simple separacion y deteccion de proteinas como para
ulteriores fines como el zimograma o el Western Blot, el sistema utilizado fue el
kit MiniProtean II® de Bio-Rad© y la fuente de alimentacion eléctrica fue el

modelo PowerPac 200 o 300 de la misma compaiiia.

4.2.6.1 Tincion de Coomassie

Es la tincion de rutina para la deteccion de proteinas en gel. Se basa en la

afinidad por el colorante Coomassie Brillant Blue G-250 por las proteinas.

a) Extraer el gel cuidadosamente del montaje de electroforesis, es aconsejable

hidratarlo con agua destilada en la misma accion.

b) Sumergir el gel en tincion de Coomassie durante 5 min con agitacion.

c¢) Decolorarlo con soluciéon de destincion (metanol acético agua) (50:12:38)

durante 20 o 30 min o alternativamente en agua destilada durante un dia entero.
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d) La sensibilidad de deteccion es de alrededor de 1-2 ug y aunque no es el
método mas sensible tiene la ventaja de ser reversible dejandolo unas 48 horas

en la misma solucidn de destincion.

4.2.6.2 Tincion con nitrato de plata

Esta tincion permite detectar las proteinas de forma mas sensible aunque
exige mas tiempo y el uso de campana de extraccion al utilizarse sustancias
volatiles toxicas. Cuando se extrae el gel se deben de fijar las proteinas con una
incubacion previa en acético/metanol/agua (50:12:38) mas 450 pl de
formaldehido para un volumen final de 100 ml. Se recomienda que la incubacién
sea mayor de 2 horas, pudiéndose dejar hasta overnight. Después se sigue con

este protocolo:

a) Incubar el gel en etanol al 50% durante 10 min.

b) Transferir e incubar el gel en una disolucion al 0.02% de tiosulfato soédico en
agua. Dicha disolucion se debe preparar fresca en la misma ejecucion de la

técnica.

c¢) Lavar con agua destilada tres veces durante 10 min en leve agitacion. Vaciar

el ultimo lavado para permitir la adicion de la siguiente solucion.

d) Impregnar el gel en una disoluciéon de AgNO; (12 ml de AgNOs3 de 0.1 M
para un volumen de 100 ml y 70 pl de formaldehido), durante 1 hora
aproximadamente. Agitarlo periddicamente. Durante esta incubacion el gel debe

tornarse ligeramente amarillento.

e) Lavar con agua destilada tres veces durante breves min en leve agitacion.

Vaciar el ultimo lavado para permitir la adicion de la siguiente solucion.

f) Aplicar la solucion reductora que revelara las bandas (Na,CO; al 3% (w/v) + 1

cristal de tiosulfato sédico + 45 pl de formaldehido para 100 ml de volumen
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final). Incubar hasta el desarrollo de la tincion, aproximadamente a los 5 min,
visiondndolo en el proceso evitando que el gel se torne pardo con la adiciéon de

solucion tamponadora.

g) Aplicar la solucion de detencion del revelado sobre todo el volumen de
revelado (50% de metanol v/v y 12 % de 4cido acético v/v). Se formaran
burbujas de CO,. Sustituir este volumen con agua destilada para captar la

imagen.

4.2.6.3 Zimograma

El zimograma es una técnica que se basa en una electroforesis de
poliacrilamida para proteinas, en cuya matriz se haya un sustrato para el grupo
de enzimas que se pretende detectar. Cuando el enzima ha degradado o
convertido el sustrato, se visualizan por tincion negativa las dareas de
degradacion con respecto al resto del gel. En el caso que nos ocupa se utiliza la
policitidina (poli-C) o el poliuracilo (poli-U) para la deteccion de RNasas. El
método aprovecha la capacidad de las ribonucleasas para renaturalizarse en las
condiciones de incubacion del gel SDS-PAGE después de la separacion de las
proteinas, por sucesivos lavados en tampones, que consiguen extraer su

detergente (SDS).

El gel tiene la misma composicion que cualquier gel de poliacrilamida en
la fase de separador pero con 3 mg de sustrato (poliuracilo o policitidina) por los
5 ml necesarios para la confeccion rutinaria de este gel. Para la disolucion total
del sustrato se afiade previamente el agua mili Q con la cantidad deseada, se
calienta a 55° C durante 5 min y cuando se ha afiadido el tampon B y el C
(detallados ya en el protocolo de electroforesis) se vuelve a calentar a dicha
temperatura durante 1-2 min. Preparar inmediatamente el gel. La carga de
muestra se realiza con un tampoén sin -mercaptoetanol, con una proporcion 2:1
con la muestra y se calientan a 37° C durante 5 min. No se cargan mas de 15 ul

en los pozos del gel de electroforesis.
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Cuando el gel ha corrido (en las mismas condiciones que el gel de

poliacrilamida rutinario) se lleva a cabo la deteccion como sigue:

a. Se lava dos veces durante 15 min en una solucion fria de Tris/HCI 10
mM pH 7.5 con 20 % de isopropanol frio (con una incubacion a 4° C
previa del tampodn). De esta manera se consigue eliminar el SDS del

gel.

b. Se elimina el isopropanol, lavando dos veces durante 15 min con

Tris/HCI 10 mM pH 7.5.

c. Incubar el gel a temperatura ambiente en tampoén de Tris/HCI 100
mM pH 7.5. Durante 60-90 min en caso de detecciones rutinarias y
en el caso de detecciones que requieran alta sensibilidad se pueden

incubar hasta el dia siguiente.

d. Incubar 15 min con Tris/HCI 10 mM pH 7.5.

e. Teir el gel con azul de toluidina, que se une a los acidos nucleicos,
(0.2 % azul de toluidina en Tris/HCl 10 mM pH 7.5) durante 5-10

min en agitacion.

f. Destefiir el gel con agua destilada en agitacion, hasta obtener un
contraste entre el fondo azulado que ha conservado el sustrato e
interacciona con el colorante, con las bandas “transparentes” porque
el enzima presente ha degradado dicho sustrato. Este proceso exige
recambio del agua diluyente y/o un periodo de destincion
“overnight”. A partir de aqui el gel se puede conservar en agua

destilada varios dias sin perder la tincion de fondo.
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4.2.6.4 Western Blot

Este método permite la deteccion especifica y sensible mediante el
reconocimiento antigénico de una proteina en un extracto total extendido en un

gel de electroforesis de SDS-PAGE.

Los ensayos de Western blot se inician mediante una electroforesis de
poliacrilamida (SDS-PAGE) (Bollag et al, 1996), que podria ser de 10 o 12% de
poliacrilamida en funcion del tamafio de las moléculas a separar. Las proteinas
cargadas en el gel, provenian de procesos de lisis especificos para bacteria:
pellets de cultivos eran vorteados en solucion de lisis (ver apartado 4.3 “lisis de
bacterias™). Posteriormente eran cuantificadas (por el método Bradford de
BIORAD) para ajustar en todas la misma cantidad de proteina y finalmente se
mezclaban con una solucidon de azul de bromotimol. La electroforesis se corria a
amperaje constante 30 mA/ gel, luego este gel de poliacrilamida se transfiere
mediante una camara para la electrotransferencia a membrana PVDF
(previamente activada con metanol). El protocolo especifico para Western Blot

sigue este proceso:

a) Transferencia de las proteinas del gel de poliacrilamida a la membrana a 90V

constante durante 1h.

b) La membrana transferida se bloquea con soluciones de bloqueo variables
(TBS-T+BSA 0.5% o leche descremada en polvo 2% o mezclas de ambas)

durante 1h a temp. amb. en agitacion.
c) Incubacion con anticuerpo primario a una diluciéon 1/500 (disuelto en la
solucion bloqueante) normalmente “overnight” a 4°C en agitacion (ver

caracteristicas de dicho anticuerpo en Apéndice-Anticuerpos).

d) Lavado del anticuerpo sobrante en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM a pH
7.5 +0.1% de Triton X-100) en lavados de 10°x 3 + 15°x2.
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e) Incubacion de la membrana con el anticuerpo secundario a una dilucion de
1/10000-1/15000 (Goat anti-mouse) en el mismo tampén, durante 1h a temp.

amb. en agitacion y finalmente se lava de la misma manera relacionada.

f) Lavado del anticuerpo sobrante en TBS-T (Tris 20 mM, NaCl 137 mM a pH
7.5 +0.1% de Triton X-100) en lavados de 10°x 3 + 15°x2.

g) Deteccion de la sefial luminica del enzima HRPO conjugado con el
secundario en la membrana mediante reaccion del luminol como sustrato. Este
reactivo es de origen comercial (SIGMA). El reactivo previamente mezclado en

sus dos constituyentes, se impregna sobre la membrana durante 1 minuto.

h) Por ultimo se monta la membrana en un casette oscuro de revelado (con dos
plasticos transparentes emparedandolo) y se lleva a cabo la exposicion de film
fotografico (Amersham) a tiempos variables para acabar revelando con los
liquidos de revelado. Tanto el proceso de manipulacion de los films como todo

el proceso de revelado se realizo en una cdmara oscura.

4.2.7 Determinacién de la concentracidén de proteina

4.2.7.1 Método espectrofotométrico

Este método consiste en la deteccion espectrofotométrica de la
absorbancia en el rango de luz ultravioleta, a 280 nm. Dicha absorbancia
depende principalmente de los triptofanos y en menor grado de tirosinas y
fenilalaninas y la correlacion de la absorbancia con la concentracion de proteina

depende de la ley de Lambert-Beer:

Abs=c gyl

Siendo g el coeficiente de extincion molar tipico de la sustancia que se

detectara, ¢ la concentracion en molar y 1 el paso de luz que es 1 cm por

estandarizacion de las cubetas. Debido a la variedad en el contenido de residuos
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aromaticos de cada grupo de proteinas, se puede afinar la precision del método
calculando el coeficiente de extincion molar especifico para una proteina en
concreto segiin su secuencia. Este célculo se efectia con el programa online
ProtParam de la pagina web de Swissprot. Este método se lleva a cabo para la
cuantificacion rutinaria de preparaciones de una sola proteina. Para determinar la
pureza ademas puede efectuarse un barrido de longitud de onda desde el

ultravioleta profundo hasta 320 nm.
4.2.7.2 Método de Bradford

Este método se basa en la reaccion de los aminoacidos aromaticos con el
acido fosforico, establecido por Bradford en 1976 y comercializado por
BIORAD, es un método rapido y sencillo aunque no estrictamente cuantitativo.
Su rango de sensibilidad va de 25 a 200 ug/ml. En nuestro laboratorio se utiliza
con una dilucion de 2 pl de la muestra en 200 pl de agua mili Q finales. Luego se
afiaden 800 pl de reactivo de Bradford (diluido 1/5 en agua desde la solucion
comercial) y se espera entre 2 y 5 min hasta desarrollo de color, que es un color
azul mas intenso cuanta mas alta sea la concentracion de proteina. Para
cuantificar dicho color se lee la absorbancia a 595 nm (espectrofotometro Cary
400). No obstante hemos constatado que este método no es de una exactitud
fiable para la cuantificacion de las RNasas. Se prepara asimismo una recta

patréon utilizando BSA.
4.2.7.3 Método de MicroBCA

Este método es una variacion del método de Lowry. En este método el
acido bicinkinoninico (BCA) reacciona sobre el Cu'™ que proviene del Cu®",
como resultado de la reduccion que sufre el Cu®" por parte de los enlaces
peptidicos en un entorno alcalino. Por la quelacion de un Cu'" por dos moléculas
de BCA se forma un compuesto de color purpura que tiene un pico de
absorbancia a 562 nm. El reactivo de trabajo es una mezcla ya estipulada por el
fabricante de un reactivo A, un reactivo B y otro reactivo C en proporciones
50:48:2. En el primero se encuentra el 4cido bicinkinoninico y en el segundo se

encuentra sales de carbonato que estabilizan el compuesto cromoéforo. La
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estructura macromolecular y otro tipo de enlaces, como los puentes disulfuro,
influyen en el resultado final y por eso no es simplemente suma de enlaces
peptidicos y a concentraciones moderadamente altas, el método queda saturado y

fuera de la linealidad.

El limite de sensibilidad es de 0.5 pg/ml por lo que es de eleccion para la
deteccion de concentraciones de péptido en muy baja concentracion. El

protocolo para placas de 96 pocilllos (variante del original) es como sigue:

a) 100 pl de muestra (normalmente se trata de una dilucion estimada de la
original) se mezclan en el pocillo con 100 pl de reactivo de trabajo, para

cada muestra.

b) Mezclar intensivamente en la placa de 96 pocillos durante 30 s, cubrir la

placa e incubar a 37°C durante 2 horas.

c) Enfriar la placa y leer la absorbancia a 562 nm en un lector de placas (Victor,

Perkin Elmer).

El sistema viene con una solucion de BSA para realizar la recta patron (que
debera ejecutarse en paralelo para cada ensayo). Las concentraciones a preparar
son: 200, 40, 20, 10, 5, 2.5, 1, 0.5 pg/ml. Se recomienda encarecidamente realizar
triplicados tanto de los puntos de la recta patron como de las muestras. Se utiliza

BSA como proteina patron.

4.3 Estudio de la actividad antibacteriana

4.3.1 Cultivo y crecimiento de las cepas de E. coli v S. aureus

El cultivo bacteriano es una metddica de rutina en los laboratorios de
Biologia Molecular (Sambrook et al., 2001). Brevemente se resume las

consideraciones para el crecimiento de bacterias en nuestro laboratorio:
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Para crecer una especie bacteriana mientras no sea para fines de
expresion de proteina se utiliza medio LB estéril en el cual se inoculara en
condiciones estériles (trabajo a la llama) un preinoculo saturado en un volumen
100 veces menor al volumen final, en todo caso si hay variaciones de OD del

preindculo inicial utilizamos la formula extraida de la ecuacion logistica:

V in6culo = OD final x Vol. final
OD inicial 2"

Siendo n el namero de generaciones sucedidas en el tiempo de
incubacidn que en el caso de E.coli es t/ 25min dado que cada 25 min se produce
una nueva generacion. Para Staphylococcus aureus que es la especie Gram-
positivo seleccionada en nuestro estudio, el tiempo de duplicacion es de 30 min

por lo que los periodos de incubacion siempre seran ligeramente mayores.

Para la mayoria de experimentos se trabaja con el cultivo en fase
logaritmica del crecimiento por lo que la OD a 600 nm se espera que estara entre
0.6 y 0.8, lo cual tras contrastarse por sembrado en placa representa 6 x 10°
cfu’s/ ml (cfu: unidad formadora de colonia). En el caso de realizar
experimentos con cultivos en fase de saturacion (de interés por presentar la
célula un estado metabolico diferente) se suele llegar a O.D a 600 nm de
alrededor de 2-3. En cualquier caso, los volimenes de trabajo para detectar OD o
realizar pruebas de viabilidad se diluyen dado que a estas densidades igualmente
las mediciones han perdido linealidad. El hecho de diluir y realizar el ensayo
inmediatamente no debe perturbar el estado morfolégico y metabdlico de

manera perceptible.

Para sembrar en placas de Petri se utilizardn medios LB con agar y
aditivos si son necesarios. En el caso de necesitar antibidticos, para la seleccion
de un plasmido transformante, la concentracion de antibidtico en la placa sera
de 100 pg/ml y normalmente no tendran una longevidad mayor de un mes para
evitar degradaciones inadvertidas del antibidtico. El volumen de sembrado es de
100 pl siempre y se realizara igualmente en condiciones de esterilidad (a la

llama). La dispersion se realiza por asa de Digralsky previamente esterilizada.
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4.3.2 Ensayos de viabilidad bacteriana

Se describen aqui los métodos con cultivos bacterianos en medio liquido o en

placa de Petri para determinar su viabilidad.

4.3.2.1 Ensayo por recuento de unidades formadoras de colonias

Para el ensayo de viabilidad, se ha dispuesto un cultivo en crecimiento liquido
de LB, en agitacion orbital continua de aproximadamente 200 rpm’s a 37 °C
(normalmente el volumen no supera los 10 ml y se incuba en tubos de 50 ml
Falcon en posicion vertical). Luego, para la cuantificacion en este ensayo se ha
utilizado el clasico banco de diluciones de un cultivo bacteriano en medio
liquido. El cultivo se diluyé 10° veces aplicando 1pl de cultivo en 1000 pl de
tampon PBS estéril y luego de esta dilucion 1ul de nuevo en 1000 pl de tampdn
PBS estéril. Preferentemente pueden realizarse diluciones previas sucesivas de
1/10-1/100. Como se viene estandarizando en el laboratorio se emplacan 100 pl
en placas LB que se dejan en incubacion toda la noche hasta aparicion de las
colonias. Si las cfu’s aparecidas no superan el numero de 500 se realiza un
recuento total, en el caso de que el numero sea mayor se divide la placa en ocho
secciones iguales y se cuentan dos de ellas que morfologicamente representen a
toda la placa. Luego se calcula la media de los recuentos y se multiplica por 4
por la relacion de secciones contadas respecto a las totales. El método no resultd
ser demasiado correlativo con la densidad optica a 600 nm, pero si
moderadamente con la viabilidad celular bacteriana por cuantificacion de ATP,

como se mostrara mas adelante en la seccion de Resultados (Fig. 76).

4.3.2.2. Ensayo por cuantificacion de ATP (BacTiterGlo)

La actividad antimicrobiana se ensay6 mediante una modificacion del
protocol descrito por Hilpert y colaboradores (2005), utilizando el kit de

viabilidad microbiana BACTiterGlo© (Promega). Se siguid este protocolo:
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A) Cultivos “overnight” (o/n) de E.coli BL21DE3 fueron utilizados para
inocular cultivos LB liquidos frescos. Los cultivos inoculados crecieron hasta
fase logaritmica con una O.Dgponm de 0.6. El volumen de cultivo estandarizado es
de 5 ml en tubos de 50 ml estériles, con un indculo de 50 pl del citado cultivo
(o/n).

B) La RNasa 3/ECP o la RNasa 7 o sus mutantes se afiadieron a una
concentracion final de 4 uM (normalmente en volimenes de 100 pl para que
sean manejables) y se siguid el crecimiento bacteriano a 37°C hasta un maximo
de 24h.

C) La viabilidad de las células bacterianas se evalu6 mediante el ensayo
BacTiter Glo©, basado en la luminiscencia producida por el sistema de
luciferasa dependiente de ATP. El cultivo celular se diluy6 1/10 en 50 ul de LB
fresco y estéril y se anadid una cantidad igual de reactivo BacTiter A+B
recompuesto.

D) Las mediciones se tomaron como medidas arbitrarias de luminescencia,
registradas por un lumindémetro en placa de 96 pozos (Victor-Perkin Elmer). El
ensayo, al medir el contenido celular de ATP es medida directa de viabilidad. El
ensayo se testd para concentraciones de ATP conocidas de forma que lo
pudiésemos validar y transformar los valores de la fluorescencia en cantidad de
ATP. Para este fin se confecciono6 una recta patrén con los siguientes puntos: 10
pM, 0.1 nM, 1 nM, 0.01 uM, 0.1 uM 'y 1 uM.

Los resultados de viabilidad celular bacteriana se calcularon como porcentaje en
relacion al valor de referencia de luminiscencia maxima, relativo al control
interno de cada experimento, a partir de un cultivo no tratado. Asimismo, se
calcul6 el valor de letalidad, como porcentaje de reduccion del valor total de

ATP.

Analisis de proteinas en cultivos de bacterias (E.coli y S. aureus)

Para la deteccion de proteinas en los cultivos bacterianos se procede con

el siguiente protocolo de lisis:
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1) Centrifugacion en microcentrifuga a 12000 g (13200 rpm’s) durante 1 min. Se

descarta el sobrenadante.

2) Resuspension total del sedimento en tampon de lisis (volumen aproximado de

400 pl de Tris/HCI 10mM pH 7.5, SDS 10%, EDTA 2 mM).

3) Sonicacion pulsada a intensidad media en bafio de hielo, durante 2 tandas de

10 s.

4) Centrifugacion en microcentrifuga a 12000 g (13200 rpm’s) y a 4° C

durante 1 min.

Si se desea detectar proteinas secretadas:

4a) Se recupera un volumen de sobrenadante adecuado a la
cantidad de proteina requerida o se cargan 12 pl, que se utilizaran

para estimarla por electroforesis SDS-PAGE.

Si se desea detectar proteinas agregadas en cuerpos de inclusién o proteinas

solubles endogenas:

4b) Se recupera el sedimento y se mezcla con 10 pl de tampén de
carga de electroforesis, para llevarlo a temperatura de 100°C
durante 5 min. En el proceso conviene remover la mezcla y cargar
el gel de poliacrilamida (12% SDS-PAGE) cuando aun esté
caliente (y fluido).

En ciertos casos, cuando se quiere conservar la funcionalidad de la
proteina, la extraccion debe ser mas suave. Esta suavidad no la proporciona en
ningun caso la sonicacion, ni el calentamiento a 100°C con agentes como el
ditiotreitol o el P-mercaptoetanol. Para una extraccion de estas caracteristicas,
adecuada para utilizar en el zimograma, o en el Western Blot, utilizamos la lisis
mediante el tampon comercial de lisis de pared bacteriana Bug Buster™, de la

casa Novagen. El protocolo es como sigue:
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e) Centrifugacion del cultivo bacteriano (entre 200 y 400 pl
dependiendo de la cantidad de material necesario) a 9000 g

durante 1’°. Descarte del sobrenadante.

f) Resuspension en 600 pul de BugBuster (o menos en el caso de
necesitar una concentracion de ciertas proteinas, el minimo

testado es de 200 pl).

g) Incubacion en agitacion a 37°C durante aproximadamente 20 min.

h) Centrifugacion a 13000 rpm’s en centrifuga de sobremesa, y
recuperacion del sobrenadante. Esta disolucion ya estd lista para
mezclar con tampon de carga y utilizarse en SDS-PAGE al

porcentaje de rutina.

4.4 Estudio de la actividad RNasa

4.4.1 Obtencidén del RNA bacteriano.

La extraccion y manipulacion de RNA requiere una atencién y
tratamiento especial al ser una molécula extremadamente labil, que ademas
puede ser objeto de degradacion de la ribonucleasa epitelial que se encuentra en
la més minima descamacion de piel, pelo y ufias, ademas de las que puedan
existir en cualquier germen en aerosoles. Por ello el material ademés de estar
autoclavado se ha tratado con dietilpirocarbonato (DEPC), inhibidor eficaz de
RNasas que después se elimina facilmente, por hidrélisis, en el propio proceso
de autoclavado. En lo que se refiere a las puntas de pipeta para asegurar
totalmente una ausencia de contaminaciones, se usan con filtro, lo cual exige que
sean suministradas con certificacion RNase free por el fabricante. EI RNA
siempre es almacenado a -80°C, aunque sea temporalmente en cajas RNase free.

A continuacidn se explica el proceso de extraccion en si:

Cultivos de E.coli BL21 a una densidad optica a 600 nm del orden de 0.6

se incuban a 37°C en bafio termostatizado con las respectivas concentraciones y
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tipos de RNasas para comprobar sus efectos sobre el RNA de la bacteria a
diferentes tiempos. Para proteger el RNA bacteriano debido a su caracter
extremadamente 1abil, se afiade el doble de volumen del reactivo RNA Protect
Bacteria Reagent© de Qiagen siguiendo las instrucciones del fabricante
(normalmente se trabaja con 200-300 pl de cultivo, por lo que el volumen final
queda en 800 -1200 pl). Dicho reactivo contiene como elemento activo bromuro
de tetradeciltrimetilamonio que constituye ademas de un inhibidor parcial de
algunas RNasas, un precipitante del RNA (Dahle 1993). Seguidamente se
centrifuga el cultivo a 9000 g durante 10 min para obtener un sedimento del que
extraer el RNA. En la eleccion del método de extraccion es necesario que se
garantice la extraccion del RNA total incluyendo tRNA y las especies de RNA
mas pequefios. No obstante, es crucial que al mismo tiempo se inhiban con total
seguridad y de manera inmediata cualquier RNasa. Los métodos convencionales
de extraccion comprendian lisis previas de las bacterias ya fuera por accion de la
lisozima, por disrupcidbn mecénica o por sonicacién, pero estos meétodos
suponian que la liberacion del RNA de la bacteria se da en un medio donde la
RNasa aun estaba presente y muy probablemente activa. Esto es asi incluso
sustituyendo el medio o el tampdn de resuspension por sucesivos centrifugados y
lavados, porque las RNasas pueden quedar intimamente adheridas a las
envueltas de las bacterias tal como se ha comentado previamente en la
introduccion y como demuestran otros trabajos (Torrent et al 2008). Los
métodos de extraccién basados en la separacion fenol-cloroformo, no son del
todo eficientes en comparacion con los métodos por adsorcion en columna y
probablemente pueda perderse alguna poblacion de RNA, sobre todo la de los
RNA’s pequenos. Pero el primero sera el método de eleccion debido a la
inmediata desnaturalizacion de cualquier tipo de proteina, la cual cosa conlleva

la inhibicidn total de las RNasas con las cuales se ha realizado el experimento.

Una vez se obtiene el sedimento del cultivo protegido con RNA protect
bacteria Reagent, se procede con este protocolo (segin instrucciones del
fabricante se afiade la mitad del volumen de cultivo inicial del cual se extraera el

RNA).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Se afiaden 250 pl de Qiazol, reactivo que contiene fenol-cloroformo, (de
la casa Qiagen) y se agita por vortex al maximo durante 15 s, se deja

reposar 10 min.

Se centrifuga a 12000 g a 4°C durante 15 min, se extrae la fase acuosa

(superior) y se dispensa en nuevos tubos RNase free.

Se anaden 200 pl de cloroformo y se agita por vortex unos 10 s. Se deja

en reposo 5 min.

Se centrifuga a 12000 g a 4°C durante 15 min, se extrae el sobrenadante
superior evitando no absorber la fase organica de color rosa. Se transfiere
el liquido a un tubo nuevo, manteniendo tanto el material como el

entorno en condiciones de RNase free en todo momento.

Se afiaden 200 pl de isopropanol y se agitan 10 s. Luego se centrifugan a
12000 g a 4°C durante 30 min, se extrae el sobrenadante. En este
momento se puede llegar a ver el sedimento de RNA que puede ser

conspicuo y con aspecto de gel.

Se afiade un volumen de etanol al 75%, se resuspende y se centrifuga 15
min a 12000 g a 4°C. Al finalizar se extrae el sobrenadante cuidando no
tocar el sedimento. Se deja secar a temperatura ambiente con el tapon del

tubo abierto y en posicidon horizontal.

Se resuspende el sedimento con agua RNase free, dejandolo durante unos

min a temperatura ambiente. Nunca resuspender con vortice.

Llegados a este punto se podria refinar la purificacion mediante una columna

de purificacion basadas en hidroxiapatita. Las que se utilizan habitualmente son las
columnas RNeasy™ de Qiagen con la que se obtienen rendimientos de
aproximadamente el 95% del RNA afiadido en la columna. Este paso es de interés
porque asegura que la muestra esté totalmente libre de fenoles y cualquiera de los

otros disolventes organicos utilizados. En el estudio del rendimiento de los medios y
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para disponer de un RNA sin tratamientos también fue de interés disponer de este

método. El protocolo del fabricante es basicamente el siguiente:

1) Adicion de la muestra con RNA y centrifugacion a 10000 g 20 seg, se

descarta el eluido.

2) Adicion de tampon RWTI1 (disolucion de sales de lavado en etanol
composicion no descrita por la casa comercial), idéntica centrifugacion y

descartado.

3) Adicion de tampon RPE (disolucion de sales de lavado en etanol,
composicion no descrita por la casa comercial), idéntica centrifugacion y

descartado. Este paso se repite dos veces.

4) Transferencia a un tubo nuevo para recoger el eluido.

5) Adicion de agua RNase free, incubacion de 1’ y centrifugacion a 12000 g

durante 1’ (el volumen de elucion es de 45 pl).

Este método por si solo es incapaz de limpiar totalmente las trazas de
proteinas, tal como se demuestra en la electroforesis SDS-PAGE (Fig. 34) por
tincion con nitrato de plata, aunque se obtenga mayor cantidad de RNA y buena
calidad si no hay RNasas. Precisamente si no incubdsemos con RNasas seria el
método de elecciéon, no obstante al acompanar de trazas de RNasas en todo
momento siempre tendriamos degradacion como se comprobd sobradamente en los

ensayos preliminares.
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Figura 34 Gel SDS-PAGE al 15% y tincion con AgNO; de dos extracciones de RNA
bacteriano (E .coli) mediante el método RNeasy de Qiagen. A y B representan dos muestras de
bacteria incubada con RNasa 3/ECP a 4uM y a crecimientos de ODgpym de 0.6 y 1
respectivamente: se pueden observar la aparicion de bandas de proteinas en los carriles con
incubaciones. C y D son controles negativos, el primero es con agua RNase free pasada por la
columna y D es agua RNase free cargada directamente.

4.4.2 Digestion del RNA

El RNA puede llegar a digerirse a partir de la accion de las RNasas de
nuestro estudio desde el exterior de las células, es decir, por simple incubacion sobre
los cultivos bacterianos. Para las incubaciones con la RNasa 3/ECP y RNasa 7 y sus
variantes sobre cultivos liquidos, los volimenes finales fueron de 125 pl, la
densidad 6ptica para dichos cultivos fue de 0.8 y las RNasas fueron incubadas a una

concentracion de 4 uM.

La digestion de RNA comercial (tanto tRNA como rRNA) se realiza en
concentraciones finales de aproximadamente 200 ng/ul y se trabaja en volimenes de
125-200 pl. Estos volumenes seran necesarios bdasicamente para diluir los
componentes que se incluyen en los tampones de suministro y pudieran interferir en
el proceso. EI RNA total extraido de los cultivos bacterianos, aunque se obtiene a
concentraciones muy similares, debido a limitaciones de la cantidad disponible,
exige que se trabaje a volimenes de reaccion mucho menores (entre 20 y 10 pl) y no
requiere la diluciéon de los RNA comerciales dado que ya viene disuelta en agua
RNase free. El tampon de reaccion de digestion es Tris/HCI 10 mM pH 7.5 RNase
free y las RNasas se afiaden desde una concentraciéon 1 uM hasta 0.01 uM finales (1
pl en 100 pl por ejemplo). Las digestiones se llevan a cabo a 37°C en tiempos no

superiores a 30 min, y se detienen por congelacion inmediata a -20 °C. El orden de
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adicion en reacciones sin inhibidor es: RNA, tampdén, RNasa. Para la muestra

control con inhibidor el orden sera de: tampon, RNasa, inhibidor y por tltimo RNA.

En cuanto a la adicién de inhibidor de Ribonucleasas (RI), nunca debe ser
inferior a una dilucién de 1/20 en el volumen de reaccion final, debido a los
aditivos que contiene su tampon de dilucion. La relacion molar con la RNasa 3/ECP
debiera ser 1:1 para conseguir una inhibicion efectiva. Sin embargo, el RI comercial
se suministra en unidades de U/ul. A pesar de desconocer la relacion molar, se
mantuvo una relacién entre las unidades de inhibicion y el sustrato segun la
indicacion por el fabricante de la concentracion de inhibidor de 45 U/ul (una unidad
de inhibicion de RI inhibe la actividad de 5 nanogramos de la RNasa A al 50%, tal
como indica el suministrador). Asumiendo que RI ejerce su efecto inhibitorio con la
misma relacion molar 1:1 con cualquier RNasa homoéloga a la RNasa, el
decremento de actividad seria el mismo aunque fuese la RNasa 3/ECP o RNasa 7.

Se hicieron los calculos estimando un 75% de inhibicion.

En el caso de RNA extraido o RNA comercial la incubacion fue

equivalente, tal como se detalla a continuacion:

Los volumenes finales en el caso de RNA total fueron de 20 pul, y la
concentracion final de RNasa 3/ECP se optimizé a 0.01 uM. En el caso del
rRNA y del tRNA el volumen de reaccion fue de 20 o 50 ul ya que las
soluciones stock tenian una concentracion tan alta como 4000 ng/ul, los
tampones para el rRNA y el RI, utilizado en los experimentos de inhibicion,
requerian conseguir una adecuada dilucién con el fin de evitar interferencias de
las sales con la ejecucion de la electroforesis microfluidica. La incubacion se
hizo por lo general a estos tiempos: 0, 5, 10, 15 y 20 min y se incubaron en
tubos independientes para evitar asi contaminaciones. La reaccion se detuvo por
congelacion inmediata a -20°C en un bloque frio y a la vez almacenaje en
congelador (alternativamente y para mayor seguridad, se puede congelar a -
80°C). Luego 1ul de cada reaccion se transfirid a un tubo RNase free de 0.2 pl
para componer la mezcla necesaria para ejecutar la electroforesis microfluidica

(ver apartado mas arriba). Los resultados reiterativos a tiempo 0 demuestran que
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este procedimiento puede detener la actividad eficientemente sin necesidad de

utilizar compuestos que pudieran interferir en posteriores analisis.

4.4.3 Electroforesis microfluidica para analisis de RNA.

El RNA extraido de las bacterias se debe analizar tanto cualitativamente
como cuantitativamente para obtener informacion de la cantidad y calidad del
RNA y de qué poblacion de RNA ha sido principalmente afectada por
eventuales tratamientos con cualquiera de las RNasas y sus mutantes.
Tradicionalmente existe la posibilidad de realizar electroforesis en geles de
agarosa a porcentajes adecuados (1%) con tampones RNase free y con
formaldehido en su composicion (0.1%) para inhibir eventuales actividades
RNasa contaminantes (Sambrook et al., 2001) o electroforesis de poliacrilamida
que son mas resolutivas para el RNA (Saxena et al, 2002). Sin embargo ambos
métodos representan una preparacion farragosa y demasiado expuesta a
degradaciones y contaminaciones eventuales de RNasas (se adjunta imagen de
prueba de un gel realizado en condiciones RNase free y un “gel” mediante la
técnica de electroforesis microfluidica en la figura 35). Por otro lado, la
resolucion de las bandas nunca suele ser la optima para distinguir diferentes
poblaciones de RNA y su estado. La electroforesis microfluidica con el paso del

gel transportador por un gel capilar proporciona una resolucion optima.
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Figura 35. Comparacion visual entre un gel de agarosa para RNA (I) y EF
microfluidica (II). A y B (I) son dos muestras de RNA a diferente concentracion, para
1I: A es el marcador de peso molecular (interno, B es una preparacion de RNA de E.coli
sin tratamiento, de C a F son preparaciones tras incubacion con RNasa 3/ECP 4uM a
0, 5, 15 y 30 min respectivamente.
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Por estos motivos hemos escogido el método de la electroforesis
microfluidica, ya que es capaz tanto de discriminar los distintos RNAs celulares
como de estimar las concentraciones y la relacion de RNA 23S/16S que indica
especificamente la calidad del RNA (Robinson & Wade 1968, Cammack et al
1970). La técnica permite visualizar cualquier RNA de manera precisa como
pico de sefial de fluorescencia, con una resolucion similar a la de HPLC. Por
otra parte, se sabe que el método ha demostrado no verse afectado por eventuales
contaminacion de fenol ni etanol ni del reactivo Qiazol que se utiliza en la

misma extraccion del RNA.

En lo que respecta a la relacion 23S/16S es necesario hacer un inciso
sobre su significado. La relacion tedrica de 2 viene de la composicion molar de
las subunidades 30S y 50S que componen los ribosomas. Esta relacion es
constante aunque aumente o descienda la cantidad total de rRNA a causa de
cambios metabolicos de la bacteria. De cada subunidad se deriva, tras
desproteinizacion, las moléculas de RNA ribosomico 23S y 16S que
comprenden las mismas relaciones equimolares. Por otra parte la asociacion con
ribonucleoproteinas hace la fraccion de rRNA mads estable en comparacion con
el mRNA y el tRNA por lo que es mejor indicador de la calidad del proceso de
extraccion en si. No obstante existen eventos tanto en la extraccion como en los
procesos experimentales previos que pueden modificar la relacion artificialmente
(efecto Jhonston-Ogston, por ejemplo, que consiste en un fendémeno en la
sedimentacion de reparto de fases de especies poliméricas de peso molecular y
concentraciones parecidas) y por ello se recurre a veces a procesos de
integracion matematica de otras poblaciones del RNA (como el calculo del area

del RNA degradado) o una inspeccion y comparacion cualitativa.

El fundamento de la técnica de electroforesis microfluidica se basa en la
movilidad electroforética por una serie de microcapilares rellenos de un fluido
separador. La muestra se halla impregnada de un marcador fluorescente que
permite su identificacion y cuantificacion al paso por un detector. El sistema
separa por masa molecular en funcion del tiempo de arrastre, luego el software

transforma ese tiempo en distancia y el pico de la sefial fluorescente por
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intensidad de color y de esta manera puede generar “geles virtuales” para

hacerlos comparativos a los geles de agarosa o poliacrilamida tradicionales.

Se ha escogido el sistema Experion de la casa BioRad (Fig. 36), y consta
de varios mddulos tanto para el cebado del circuito de la electroforesis con el
gel, como aparato para generar la corriente y a la vez detectar el paso de las
moléculas marcadas, asi como de un sofiware para el andlisis. Esta técnica ya ha
tenido experiencias positivas referenciadas, entre ellas el chequeo y analisis del

RNA para PCR real time (Fleige & Pfaffl, 2006).

N

1ul de muestra y Procesamiento

+ 5 ul tampon En PC

Figura 36. Chip de aplicacion de muestras para RNA y sistema Experion. El chip se
rellena (priming) de un gel que contiene el marcador fluorescente para RNA y arrastra
todas las muestras que se separan electroforéticamente.

Las muestras deben ser tratadas previamente segiin este protocolo:
1) El RNA se calienta 2 min a 70°C con el fin de deshacer estructuras

secundarias, se da un pulso de centrifuga para recoger la condensacion en el

tubo y se deposita en hielo.

2) Se afiade 5 pl de tampoén de carga para Experion por cada microlitro de
muestra, se agita en vortex 10 s. Este tampoén contiene el compuesto
fluorescente para detectar el RNA y un marcador de peso inferior que eluye a

los 20 s y permite calibrar el “ladder” de patrones de peso molecular.

3) Se vuelve a dar un pulso de centrifuga, se deposita en hielo.
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4) El gel de electroforesis ha de ser reciente y parte de ¢l se mezcla en el mismo
momento de la electroforesis con el marcador fluorescente en una proporcion

de volumen 65 gel/1 marcador. Se mantiene en la oscuridad.

5) Se aplican los 6 pul de preparacion de la muestra en el “chip” Experion, junto
con los marcadores y se introduce agua en los pocillos donde no se tenga

muestra.

6) El sistema comprueba la ausencia de burbujas en el circuito (que no

permitirian la correcta marcha de electroforesis).

7) La electroforesis en el sistema Stds RNA bacteriano dura 70 s y se realiza a

un voltaje estandarizado por el aparato para este fin.

La evaluacion del RNA obtenido se presta al analisis de la calidad, cantidad
y poblaciones de RNA. La calidad viene indicada por la relacion de los picos del
rRNA 23S sobre el 16S, siendo las relaciones Optimas las que sean proximas al 2.
Esta relacion es la esperada en una extraccion de rRNA de las bacterias y por lo
tanto si ha habido una ausencia de degradacion la debe de conservar. Como se puede
observar en la figura 37 se evalta la conservacion de dicha relacion. El sistema
dispone de su propio marcador de peso molecular que queda calibrado a partir del

tiempo de elucion (Fig. 38).
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Figura 37 Gel virtual de electroferograma mostrando preparaciones de RNA de
bacteria (carriles 1 y 2 preparaciones no tratadas, 3 y 4 incubadas con RNasa 3/ECP
durante 5 y 10 min respectivamente) y preparaciones de RNA comercial en los carriles 5

al 8 (5 rRNA, 6 tRNA, 7rRNA y 8 tRNA). El estandar interno es una banda de RNA del
mismo peso molecular minimo contenido en el tampon de aplicacion.
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Figura 38. Electroferograma del marcador de nucledtidos para RNA (incluido
en el propio kit del sistema de electroforesis microfluidica Experion). Corresponde con
los que se muestran en las figuras 35, 37, 39 y 40.

La intensidad de la sefial de fluorescencia obtenida se compara con la de
un marcador de masas moleculares incluido en el propio kit, que sirve para
calibrar tanto las posiciones de los picos como la cantidad esperada, el tampon
de carga para cada muestra contiene ademas una marca del peso molecular mas
bajo (Standard interno de la figura 37) con el fin de relacionar todas las
electroforesis con el tiempo de duracion de la de los estandares de peso
molecular. El método es de entrada mds sensible y especifico que las
determinaciones a 260 nm (dada la independencia de la presencia de etanol o
fenol) siempre y cuando no haya contaminaciones de DNA genomico. De todas
maneras, en caso de presencia de DNA genomico, el sistema permite también su

identificacion.

Las diferentes poblaciones de RNA se pueden detectar por la ubicacion
de los picos de fluorescencia en el tiempo de electroforesis. Tras repeticiones
continuas en nuestra experimentacion y tal como viene descrito segiin protocolos
y muestras del fabricante (Fig. 38) sabemos que a 37 s aparece el pico
correspondiente al rRNA 16S y a 46 s el del rRNA 23S. A 24 s aparece el
rRNA 5S y a27 s el RNA de transferencia. E1 RNA mensajero apareceria como
una paulatina elevacion del “ruido de fondo” de la fluorescencia desde los 27 s
en adelante, pero diferenciandose del RNA degradado, y su aparicion no

afectaria a la relacion de calidad 23S/16S (Robinson & Wade 1968) ni a la
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aparicion del resto de picos ni su altura (intensidad de sefal). El RNA degradado
se distingue por concentrar su sefal dispersa en los primeros segundos, por estar
ausente de picos notables y por aminorar los picos convencionales de RNA’s. El
DNA genomico que resultaria en una contaminacion en este método, puede ser
identificado segun el tratamiento recibido, pero si estd degradado se encontraria
al nivel del tRNA sin afectar la relacion 23S/16S y si no estuviese degradado se

encontraria entre los dos picos de estos dos RNA’s ribosémicos.

Para estandarizar la aparicion de algunos de los RNA’s, se realizaron
electroforesis microfluidicas de cantidades conocidas de RNA de muestras

comerciales.

Dada la poca literatura al respecto de esta técnica, para seguir un patron
de calidad maxima, el propio software del sistema, presenta una serie de

ejemplos de referencia que se presentan en las figuras 39 y 40.
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Figura 39. Gel virtual de un electroferograma modélico para andlisis de
mRNA, el protocolo de corrimiento difiere del de extraccion de RNA total por
un voltaje de ejecucion superior Los marcadores de peso molecular son, de
arriba abajo: 6000, 4000, 2000, 1500, 500, 200 y 50 nucledtidos.
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Figura 40. Gel virtual que se obtiene de un electroferograma modélico para
analisis de las poblaciones de RNA total procariota standard. Los marcadores
de peso molecular son, de arriba abajo: 6000, 4000, 2000, 1500, 500, 200 y 50
nucleotidos (mismo marcador que el que se detalla en figuras 37 y 39).

4.5 Cristalizacion de proteinas para estudios estructurales por difraccion de rayos
X

En nuestro grupo se preparan cristales de las proteinas de trabajo para
poder realizar estudios de difraccion de rayos X que permitan resolver
estructuras tridimensionales. Esta informacion es de vital importancia para
conocer qué aminodcidos, estructuras e interacciones pueden ser claves en sus
funciones principales y de esta forma establecer las estrategias para el disefio de
farmacos. Para obtener un espectro de difraccién de rayos X interpretable es
necesario trabajar con cristales regulares. Dichos cristales deben ser de un
minimo tamafio y calidad para poder obtener una buena senal de difraccion y
deducir la estructura tridimensional de las proteinas. Para la obtencion de
cristales la muestra de proteina debe ser de una pureza superior al 90% y libre de
sales. Esta pureza se puede conseguir cuando la proteina ha sido doblemente
purificada, primero por el paso por la columna de intercambio id6nico mediante
FPLC y luego por la cromatografia HPLC por fase reversa C4 Vydac. Las
condiciones para estas cromatografias ya han sido explicadas en apartados

anteriores.
La técnica de cristalizacion se basa en la formacion de estructuras

ordenadas y simétricas de la proteina en las tres direcciones del espacio

mediante soluciones de precipitantes y deshidratantes, que junto a la incubaciéon
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en condiciones de temperatura y humedad controladas lleva a la formacion de

los cristales.

La cristalizacion es basicamente un proceso de precipitacion controlada en el
que es necesario llegar a unas condiciones proximas a la precipitacion, y
conseguir que las proteinas se organicen en un cristal tridimensional regular. Es
necesario que inicialmente se formen centros de nucleacion de la cristalizacion.
Durante el proceso de crecimiento de un cristal tenemos 3 etapas principales:
Fase de nucleacion: unas pocas moléculas forman un agregado estable.
Fase de crecimiento: se afiadirdn ordenada y regularmente mas moléculas.

Fase final: el proceso de crecimiento se detiene.

Factores que influyen:
pH
Fuerza i6nica (reduciendo “salting in” o incrementando “salting out” la fuerza
i6nica)
Temperatura 4°C, 16 °C, temperatura ambiente (20°C)
Precipitante:
— Sales inorgénicas
— Solventes orgéanicos
— Moléculas organicas

— Aditivos (iones, ligandos)

Concentracion de proteina (10-50 mg/ml)

La proteina a cristalizar debe encontrarse inicialmente en una concentracion

proxima a la saturacion.

A continuacion modificamos muy lentamente les condiciones hacia la

sobresaturacion.

Frecuentemente utilizamos sales inorgdnicas o moléculas orgdnicas muy
solubles, de forma que podemos incrementar mucho su concentracion sin

desnaturalizar la proteina; por ejemplo moléculas como sales de NH4SOy4, 0
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polimeros (PEG) que compiten por el agua y reducen la solubilidad de la

proteina.

4.5.1 Metodologia de la gota colgante (hanging drop)

El protocolo consiste en equilibrar paulatinamente una gota de la proteina con
una concentracion de precipitante determinada. Para eso se cierra un sistema con
una gota colgante de concentracion de precipitantes menor que la final y se llega
al equilibrio por incubacion con un volumen de soluciones de precipitacion

vecino a la gota, dicho volumen lo denominamos reservorio (Figs. 41 y 42).
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Figura 41. Esquema de la disposicion de reservorio y gota con proteina para su
cristalizacion. En la izquierda el sistema “hanging drop” y en la derecha el
sistema “sitting drop”’.

24 reservorios disponibles

Figura 42. Imagen de las placas utilizadas para la formacion sistemdtica de
cristales en diferentes condiciones.
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El montaje se realiza como sigue:

1) Placas de plastico con pocillos para test (6x 4 de 1 cm de didmetro) se llenan
con 1 ml de reservorio. El borde de los pocillos se impregna con vaselina, esto

permitira un cierre hermético.

2) En un cubreobjetos circular de 1cm de diametro se aplica una gota de 1pul de
la proteina a cristalizar, para la ECPwt la concentracién 6ptima para el proceso

sera de 10 mg/ml.

3) Rapidamente, evitando evaporaciones de tan pequeiio volumen, se aplicard
lul de reservorio, con un suave pipeteo sin llegar a los topes, se asegurard la

mezcla.

4) Tapar el pocillo de test con el cubre preparado con gotas, dandole la vuelta al
cubre, de tal manera que la gota quede boca abajo y colgando en la luz del

pocillo.

5) Presionar levemente en sentido circular, con una punta de pipeta para que se
cierre el sistema. Se debe observar una ligera perfusion de la vaselina y como se

ocupa cualquier eventual burbuja de aire por la misma.

6) Incubar a 16 °C en un incubador de precision, libre de vibraciones, dado que

las vibraciones pueden perturbar la nucleacion de los cristales.

Precipitantes utilizados (concentraciones iniciales en el stock):

Citrato sodico 0.1 M (final) pH 5.2, ajustado con NaOH (a partir de
stock 1M)

Jefamina (M-600 polieteramina) en un rango del 6 al 8% (a partir de un
stock al 100%)

Cloruro férrico 1 mM (a partir de un stock 1M)

Isopropanol 50%

Hepes 0.1 M a pH’s 7 y 8 (a partir de un stock 1M)
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Polietilenglicol 6000 al 25% (a partir de un stock al 50%)
Polietilenglicol 4000 al 25% (a partir de un stock al 50%)
Cloruro de Zinc 10 mM final (a partir de un stock de 1M)
Sulfato de Magnesio 10 mM final (a partir de un stock de 1M)

Los experimentos también se han llevado a cabo para lograr la cocristalizacién
con ligandos eventuales de la RNasa 3/ECP: fosfatos, N-acetil-glucosamina, N-
acetil- muramico, disacdrido de heparina, que se incluyen en la muestra previa
cristalizacion a una concentracion entre 5 y 10 mM. En el caso de realizar

impregnaciones de cristales se utilizaran concentraciones entre 50 y 100 mM.

4.5.2 Metodologia de la gota sentada “sitting drop”’

Esta metodologia es practicamente la misma pero en vez de utilizar una
gota colgante, se utiliza un sistema en el que depositar las gotas boca arriba en
una especie de “silla” que encaja en el interior del pocillo. Con unas pinzas se
ajusta la silla en el interior del pozo de la placa. A continuacion se prepara la
muestra directamente en la “silla”. Por encima de la silla el sistema requiere
igualmente el sellado con un cubreobjetos circular, que en esta ocasion no

requiere que esté siliconado.

Para ambos métodos se requiere un seguimiento de la evolucion de la
formacion de cristales con periodicidad semanal mediante observacion directa
mediante lupas binoculares de 50x aumentos (Leyca). En cualquiera de los
casos, el cristal de proteina que se obtenga ha de ser suficientemente grande y se
distingue por presentar un reflejo iridiscente que cambia de tonos en cuanto se

cambia la polaridad de la luz con el filtro de la lupa binocular.
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5 Resultados

La presentacion de los resultados obedece a los siguientes proyectos experimentales:

1) Los procesos que llevan a la obtencion de péptidos de actividad antibacteriana
potencial a partir de la regiéon N-terminal de la RNasa 3/ECP, los cuales incluyen: a) la
expresion y purificacion de la RNasa 3/ECP b) su desnaturalizacion c) los procesos de
escision enzimatica y quimica, d) la purificacion y caracterizacion de los fragmentos

obtenidos y por tltimo e) la identificacion de los fragmentos con actividad bactericida.

2) La clonacion y mutagénesis dirigida de la RNasa 7 para la obtencion de la variedad
mayoritaria P75Y93, expresada en queratinocitos, a partir de la variedad A75H93
expresada en rifion. Finalmente se analiza la actividad bactericida de las dos variantes,

junto con las correspondientes formas de sustitucion individual (A75Y93 y P75H93).

3) Comparacion de la actividad antibacteriana de las RNasa 3/ECP y RNasa 7, los
mutantes de RNasa 3/ECP y las variantes de RNasa 7.

4) Estudio del efecto de las RNasas sobre el RNA celular bacteriano.

5.1 Caracterizacion de la RNasa 3/ECP

5.1.1 Expresién y purificacion de la RNasa 3/ECP recombinante.

La expresion de RNasa 3/ECP se realizo en E.coli BL21 transformada
con pET11c-ECPwt, crecida en medio TB e inducida con una concentracion
final de IPTG de 1 mM. Los resultados de rendimiento que se indican en la tabla
7 se refieren a la proteina una vez purificada de la cromatografia de intercambio
i6nico (FPLC) y se obtuvieron por medicion de la absorbancia a 280 nm. Se
observa un mayor rendimiento cuando la cepa de E. coli BL21 se ha

transformado recientemente con el plasmido pET11c-ECPwr.
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Cantidad | Conc. post purif. | Vol. Cultivo | Rendimiento
(mg) (mg/ml) (L) mg/I cultivo
5.93 25 2 2.965

0.66 15 1 0.66

3.68 24 2 1.84

3.84 26 2 1.92

7.6 24 2 3.8

8.69 26 2 4.345

Tabla 7. Rendimiento de la expresion de RNasa 3/ECP recombinante.

Los geles SDS-PAGE dieron constancia de la expresion diferencial tras
la induccion por IPTG (Fig. 43).
A B C D E

Figura 43. Gel SDS-15% PAGE (tincion de Coomassie) con 15 ul por pozo de
extracto de E.coli BL21 transformante para ECPwt, proveniente de 1 ml de cultivo. A:
RNasa A, B: extracto post induccion por IPTG (3 horas) C: extracto pre induccion por
IPTG D: extracto post induccion por IPTG (2 horas) E: RNasa 3/ECP como marcador

(4ug).

Se puede apreciar un incremento relativo de la proteina al mismo nivel
que la RNasa 3/ECP purificada, con respecto a la no inducida, por lo que se
puede deducir que la induccion por IPTG ha provocado la expresion de la RNasa
3/ECP. Es interesante destacar también el incremento relativo de lo que podria
ser el dimero de la RNasa 3/ECP dado que a una altura que representa
aproximadamente el doble del peso molecular de la RNasa 3/ECP aparece otra

banda que responde de igual manera a la induccion IPTG.

A los procesos de expresion siguieron una serie de pasos de
solubilizacion y renaturalizacion, necesarios para la obtencion de la RNasa
3/ECP dado que la proteina expresada se agrega en cuerpos de inclusion. En los

procesos siguientes de purificacion se ha realizado primero una cromatografia de
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intercambio cationico, utilizando la columna Resource S mediante el sistema
FPLC (Fig. 44) y luego se realizard una cromatografia de fase reversa mediante
HPLC (Fig. 45). Analizando cada paso por SDS-PAGE se pudo observar el
decremento de bandas contaminantes respecto a la banda principal de RNasa

3/ECP (Fig. 46).
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Figura 44. Cromatograma de FPLC por intercambio ionico de la RNasa
3/ECP. El flujo de la columna fue de 2 ml/min. Se muestra el porcentaje del
tampon (Acetato Sodico 150 mM, pH 5, NaCl 2M, ademds de la conductividad
(mS/cm) y la absorbancia (mAU). La columna es una Resource S de Pharmacia
Biotech, el volumen de muestra fue de 250 ml. Se representan los datos sin
procesar del detector (Raw data) extraidos en modo ASCII en el programa
Grafit.

El siguiente paso de purificacion es la cromatografia de fase reversa por
HPLC, ya explicada en Materiales y Métodos. En la figura 45 se muestra a
continuacion un perfil rutinario de purificacion de la RNasa 3/ECP. La fraccion

con el pico de absorciéon mayoritario es la que es obtenida y separada.

Figura 45. Perfil de la cromatografia de fase reversa (HPLC con columna Vydac C4)
de la RNasa 3/ECP. Se representa el perfil de elucion en funcion del tiempo,
apareciendo un unico pico asignable a la RNasa 3/ECP. El volumen de muestra es de
100ul de H>0+ 0.05% TFA con Img de proteina disuelta. Se representan los datos sin
procesar del detector (Raw data) extraidos en modo ASCII en el programa Grafit.
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Figura 46. Gel SDS-15%PAGE de las sucesivas cromatografias para la purificacion de
RNasa 3/ECP en comparacion con la RNasa 3/ECP previamente purificada utilizada
como marcador de peso molecular. El volumen cargado fue de 10 ul y la concentracion
aproximada de 1mg/ml para el caso de los dos carriles de la derecha y de 0.5 mg/ml para
los dos carriles de la izquierda.

5.1.2 Desnaturalizacidén de la RNasa 3/ECP

Se realiz6 el proceso de desnaturalizacion de la RNasa 3/ECP como un paso
previo obligado para los procesos de fragmentacion realizados, de forma que se
expusiese toda la proteina desplegada facilitando dicha digestion. Asimismo, se
planted en este apartado la posibilidad de que la RNasa 3/ECP desnaturalizada

pudiera retener la actividad antimicrobiana.

La desnaturalizacion de la RNasa 3/ECP es un proceso que debe hacerse
de manera irreversible, dado que la RNasa 3/ECP por si misma podria
experimentar procesos de renaturalizacion reversible, como ya se ha venido
documentando en publicaciones previas sobre las ribonucleasas de esta
superfamilia, como es el caso de la ribonucleasa A (Gutte & Merrifield 1969,
Janolino et al 1985). El proceso se lleva a cabo segun el protocolo ya establecido
en nuestro laboratorio y modificado de Huang y colaboradores (1983). La
irreversibilidad del proceso se consigue gracias a la carboximetilacion de las
cisteinas mediante la reaccion con iodoacetamida. De esta forma se consigue
ademas evitar la formacion de puentes disulfuro entre fragmentos resultantes de
una ulterior digestion de la proteina. La desnaturalizacion se lleva a cabo con

una cantidad de aprox. 1 mg de proteina, presentando una pérdida de material en
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el proceso no mayor del 25%. En primer lugar se confirma el peso molecular de
la RNasa 3/ECP desnaturalizada (ECPdnt) (Fig. 47) confirmando la ausencia de
actividad enzimatica al desnaturalizar la proteina mediante el analisis por
zimograma (Fig. 48). También se analizard la actividad bactericida de la RNasa
3/ECP nativa y la desnaturalizada irreversiblemente mediante el método de

estimacion del numero de células viables por cuantificacion de la concentracion

de ATP (Fig. 49).

ECPdnt ECPdnt @& ECPdnt ECPoat
(1/10) M

/24000

14200

6500

Figura 47. Gel SDS-PAGE mostrando la RNasa 3/ECP desnaturalizada (ECPdnt). En
el carril de la ECPnativa (ECPnat), que es la RNasa 3/ECP sin desnaturalizar
aparecen como en otras ocasiones el dimero que forma la RNasa 3/ECP, que se
mantiene en presencia de SDS. El volumen afadido es de 5Sul y la concentracion
aproximada es de 0.5 mg/ml.

5.1.2.1 Confirmacion del proceso de desnaturalizacion.

Se confirma la desnaturalizacion de la RNasa 3/ECP por la ausencia de la
actividad catalitica de la misma, que en caso de desnaturalizacién debe ser total.

Esa caracteristica se evalua en el zimograma con sustrato de acido poliuridilico,

(Fig. 48).
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Figura 48. Zimograma en gel SDS-15%PAGE con poly(U) de la RNasa 3/ECP desnaturalizada
en comparacion con ECP nativa (ECPnat). 1-4 son los carriles que contienen RNasa 3/ECP
desnaturalizada de 4 uM a 0.8 uM final y el carril 5 es la ECP nativa (ECPnat), con 15 ng
aprox.

Por lo tanto, la RNasa 3/ECP al quedar desnaturalizada anula totalmente su
actividad RNasa, como confirma la técnica del zimograma de valoracion de la

actividad RNasa.

5.1.2.2 Estudio de la actividad antibacteriana.

Nos planteamos confirmar la pérdida de capacidad antibacteriana de la
proteina nativa por desnaturalizacion. Dicha confirmacion era necesaria teniendo
en cuenta que existen en la bibliografia referencias de proteinas antimicrobianas
que retienen su actividad cuando se desnaturalizan. Por este motivo se ensaya la
viabilidad de las bacterias frente a la RNasa 3/ECP desnaturalizada (Fig. 49).

Posteriores consideraciones se discutiran en el apartado de Discusion.
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Figura 49. Grdfica de la viabilidad bacteriana evaluada por el método BacTiterGlo,
determinando ATP intracelular de la cepa E. coli BL21 y corregido respecto a valores
de control. El control suponia la medicion de ATP intracelular de un cultivo que partia
de un crecimiento a ODgypnm de 0.6. A partir de ese momento se determinaba la
viabilidad en funcion del tiempo.

5.1.3 Escisidn quimica y enzimatica de la RNasa 3/ECP

Se describen a continuacion los procesos y resultados de las protedlisis de
RNasa 3/ECP, tanto enzimaticamente por la Lisina-endoproteasa como por
BrCN. Se analizara la actividad antibacteriana de los fragmentos generados por

ambos métodos.

5.1.3.1 Protedlisis de la RNasa 3/ECP por Lys-endoproteasa

La RNasa 3/ECP es susceptible de protedlisis especifica por el enzima Lys-
endoproteasa con una diana unica, la lisina 38. La RNasa 3/ECP quedara
digerida por su tnica lisina en la posicion 38 por su extremo carboxilo, lo cual se
aprovechard para obtener el fragmento desde el principio del N-terminal al
residuo 38. Por provenir este péptido de una proteina recombinante en cuyo
proceso de expresion introduce una metionina como aminoacido N-terminal la

secuencia final sera 0-38.

125



Desnaturalizacién vy protedlisis

Tanto para facilitar el proceso de protedlisis al encontrarse la proteina
desplegada, como para evitar reordenamientos por la formacion de nuevos
puentes disulfuro entre los fragmentos obtenidos, se procede a desnaturalizar
irreversiblemente la proteina. Esto se consigue carboximetilando las cisteinas.
Tal proceso se detallo en el apartado 4.2.3 del capitulo Materiales y Métodos y
los resultados se detallaron justo en el apartado anterior. A continuacién se
indican los calculos para determinar la cantidad del enzima necesaria para la
protedlisis: partiendo de una muestra stock de RNasa 3/ECP desnaturalizada a

una concentracion de 588 uM (10 pg/pl).

El enzima de la digestion queda disuelto a una concentracion
recomendada de 0.1pg/ ml, con una actividad de 0.01 U/ul. 0.01 unidades
digieren teéricamente 1 umol de proteina en 100 min (segin el prospecto del
fabricante). Si trabajamos con 10 pl, tenemos 0.0625 umoles de RNasa 3/ECP.
La mezcla de reaccion serd finalmente de 10 pl de RNasa 3/ECP desnaturalizada
+ 1 pl de enzima Lys-endoproteasa (0.01 U/ul) + 9 pl de tampon Tris/HCI 20
mM pH 7.7. La digestion se llevo a un tiempo de digestion de dos horas, tiempo

superior al sugerido para asegurar suficiente cantidad de producto de digestion.
5.1.3.1.1 Separacioén de los fragmentos producidos en la digestion

Una vez digerida la proteina con la lisina-endoproteasa se comprueba su
protedlisis, mediante una electroforesis SDS-PAGE. Como resultado de la

optimizacion del protocolo, se adjunta la figura 50 en la que se puede observar el

progreso de la lisis a diferentes tiempos.
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Figura 50. Electroforesis SDS-15%PAGE para la deteccion de digestiones de la RNasa
3/ECP desnaturalizada a diferentes tiempos por Lys-endoproteasa. A: RNasa 3/ECP, B:
RNasa 3/ECP desnaturalizada, C: digestion a 0, D: 20" E: 40° F: 1hora G: 2 horas H:
marcador.

Se observa la banda correspondiente a la proteina sin digerir y una banda de
menor masa molecular relativa que corresponderia al fragmento de los residuos
39 al 133. Por otra parte aparece paralelamente un fragmento menor, inferior a
6500 Da, que corresponderia al fragmento N-terminal de la proteina del residuo

0 al 38.

Recuperacidn por filtros de exclusidon molecular

El fragmento menor de la protedlisis de la RNasa 3/ECP, el N-terminal 0-
38, se recupera mediante filtracion diferencial con filtros de exclusion
molecular, tras seguir el proceso descrito en Materiales y Métodos (seccion
4.2.4.1). Se extrajeron 20 pl del volumen retenido en el filtro de exclusion de
3000 Da, donde estaria el fragmento de interés y con 3 pl se llevaria a cabo una
electroforesis SDS-PAGE para detectar el producto de la separacion, por tincion

con nitrato de plata.

La electroforesis, a pesar de la baja resolucion de la toma de la foto,
representa la total separacion del fragmento N-terminal 0-38 de RNasa 3/ECP
(Fig. 51). Esta baja sefial de intensidad es por otra parte caracteristica de las
especies quimicas de peso molecular bajo separadas por electroforesis SDS-

PAGE.
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Figura 51. Imagen ampliada de un gel de electroforesis SDS-18%PAGE, teiido
con AgNO;. A: fragmento 0-38 separado, B: la RNasa 3/ECP digerida por Lys
endoproteasa, C: ECPdnt sin digerir. Volumen de 15 ul de muestra con una
estimacion aproximada de cantidad de 1ug.

Al volumen retenido por exclusion molecular se cuantifica la concentracién de
proteina por absorbancia a 280 nm, determinandose en 2 pug/ul de proteina (con
un volumen total de 200 pl). El proceso total ha supuesto la perdida de un 30%

de proteina.

Un posterior analisis por secuenciacion del péptido N-terminal del fragmento
mayor de la RNasa 3/ECP permiti6 confirmar la correcta escision por la Lys-
endoproteasa al obtenerse la secuencia NQNTFLR, que identifica el inicio de
dicho fragmento a partir de la secuencia desde el residuo 38 de la RNasa 3/ECP
como resultado de su protedlisis. El esquema representado en la figura 52

muestra la obtencion del péptido 0-38 tras la proteodlisis de la Lisina-

endoproteasa.
0 38 0 38
ECP
| s— | s—
0 538 133I Eluido Retenido
: : -
1 1 — — —p
| .
Exclusion Exclusién Recuperacion
l Sitio de corte Unico de la Lisina-endoproteasa molecular de lecul p
10000 Da molecular de por )
3000 Da centrifugacion
39 133 invertida

Retenido

Figura 52. Esquema de la protedlisis de la RNasa 3/ECP por Lys endoproteasa y su
posterior separacion por filtros de exclusion de masa molecular. En el primer paso se
retiene el fragmento de 39 a 133 y se eluye el fragmento 0-38, en el segundo se pasa el
anterior eluido y se retiene el fragmento pequerio, permitiendo ademds lavarlo de sales
e impurezas. En el ultimo paso se recoge el fragmento con una centrifugacion invertida.
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5.1.3.2 Escision de RNasa 3/ECP con BrCN

La protedlisis con BrCN resulta interesante por los mismos motivos que se ha
realizado la proteolisis por Lys-endoproteasa: producir fragmentos de potencial
interés antimicrobiano. Teniendo en cuenta que se pueden generar multiples
fragmentos concentrados en el N-terminal de la RNasa 3/ECP, el analisis de los
fragmentos resultard muy informativo. La proteolisis con BrCN tedricamente
escinde cualquier proteina por el extremo C-terminal de las metioninas. Sin
embargo tanto los resultados preliminares en este laboratorio llevado a cabo por
Esther Carreras como nuestros resultados, muestran escisiones adicionales por
extremos C-terminal de triptéfanos por el motivo ya comentado en Materiales y
Meétodos, en el que se implica la oxidacion previa del grupo inddlico. La
digestion produciria entonces la coleccion de fragmentos que se relaciona en el
esquema representado (Fig. 53). Es necesario aclarar que nuestra proteina al ser
recombinante introduce una metionina en el extremo N-terminal por lo cual una
nomenclatura apropiada de los péptido deberia empezar por el 0 tal como se
refleja en la misma figura 53. Por otra parte, recalcar que en las condiciones del
ensayo no se ha observado una escision de la metionina N-terminal de la

proteina recombinante resultante de la expresion.
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Figura 53. Diagrama esquemdatico de los fragmentos esperados tras escision de la RNasa
3/ECP con BrCN, teniendo en cuenta la secuencia de la RNasa 3/ECP. Se muestran datos de la
separacion por HPLC asi como resultados de la secuenciacion del N-terminal que identifica el
peéptido obtenido. En la segunda columna se indican los tiempos de elucion en las
cromatografias de fase reversa, entre paréntesis se indica la correspondencia con picos de la
cromatografia de fase reversa Vydac.

5.1.3.2.1 Separacion y deteccion de fragmentos por HPLC

Siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos, para la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC) con la columna de fase reversa C4 Vydac se ejecutd
una separacion de la mezcla de reaccion de la protedlisis con BrCN, que previamente se
habia liofilizado y disuelto en el tampon inicial para la cromatografia HPLC (H,O+
TFA 0.05%). La cromatografia no fue totalmente separativa (Fig. 54). Por este motivo,
a las fracciones principales se les aplico una segunda cromatografia de fase reversa (en
esta ocasion con la columna C18 Symmetry) para conseguir una mayor separacion de
los picos obtenidos, pero los resultados tampoco fueron satisfactorios. Los péptidos
resultantes una vez purificados son altamente labiles, por lo que deberan congelarse a -

80°C y liofilizarse para evitar su hidrdlisis. En la tabla 8, junto con los péptidos
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sintéticos que también se testaran en esta tesis, se indica el calculo tedrico de su
estabilidad, ademds de otros parametros de interés para calculos de concentracion,

segun las herramientas online de la web Expasy.

Péptido Origen Masa molecular | €5 a 280 nm pl Estabilidad
1-19 Sintético 2196 5500 12 61.77 ++ inest.
1-45 Sintético 4514 12490 11.88  [50.67 ++ inest.
24-45 Sintético 2873 6990 10.86 144.78 +inest.
0-38 Dig. 5516 12490 11.71  |565.26 ++ inest.

Enzimatica
0-35 Dig BrCN 4254 12490 11.83 144.78 +inest
11-35 Dig BrCN 2986 6990 10.76  56.88 ++ inest.
28-35 Dig BrCN {1092 6990 10.84  49.21 +inest.
11-27 Dig BrCN 1912 0 8.26 -15.59 estable

Tabla 8. Parametros principales calculados a partir de Prot Param para los péptidos
producto de escision y péptidos sintéticos utilizados. El numero de estabilidad es un
parametro de unidades arbitrarias de Swiss prot (Il) que estima una vida media en
diferentes organismos o en solucion.

La separacion de los fragmentos mediante columna Vydac (C4) no fue
optima (Fig. 54). Por lo cual para mejorar la separacion y el rendimiento, con
una nueva reaccion de la RNasa 3/ECP desnaturalizada con BrCN, se procedio a
realizar una cromatografia de fase reversa utilizando la columna C18 Symmetry,
que presenta un grado de compactaciéon mayor que la Vydac C4. También se
establecié una correspondencia de los péptidos que estaban saliendo en las
fracciones por cromatografia de la columna Vydac con respecto a los que se
separaban por la cromatografia con la columna Symmetry (Fig. 55). La
cromatografia se muestra junto con los valores de actividad antibacteriana,
mediante la estimacion del porcentaje de letalidad para identificar las fracciones

mas activas (Figs. 56 y 57).
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Figura 54. Perfil de la cromatografia HPLC con la columna C4 Vydac. Se indica el tiempo
correspondiente a cada fraccion. A: Fraccion 2 (39°); B: Fraccion 6 (42°); C: Fraccion 10
(54°); D: Fraccion 13 (57°); E: Fraccion 15 (62°).

132



Absorvance (280nn

0.40
0.35
0.30
0.25
0.20
0.15
0.10
0.05

Frac 3

/

Frac 15

Frac 20 _—

20

40

Time (min)

80 100

Figura 55a. Grdfica del perfil cromatografico de la digestion con BrCN de la RNasa
3/ECP, tras pasar por la columna C18 Symmetry, el perfil es el correspondiente a la
absorbancia a 280 nm. Las fracciones 3, 15, 20 y 32 tienen la correspondencia en la

tabla 9.
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Figura 55b. Grdfica del perfil cromatografico de la digestion con BrCN de la RNasa
3/ECP, tras pasar por la columna C18 Symmetry, el perfil es el correspondiente a la

absorbancia a 214 nm.

Los resultados diferenciales a 214 nm y a 280 nm nos pueden dar una

idea de los picos que corresponden a péptidos con aminoacidos aromaticos.

Tomando como ejemplo el pico significativo de 53 min y el de 63 min

(correspondencia con el pico C de la cromatografia C4 Vydac), se comprueba

que tienen una sefal a 280 nm similar a la sefal a 214 nm, indicando que deben

existir péptidos con residuos aromaticos. Esto nos permite hacer una

aproximacion del tipo de péptido que podria haber en la fraccion estudiada.
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Luego sabremos que en efecto contienen péptidos con triptofanos. La senal a 53
min es la fraccion 15 en la cromatografia por Symmetry y la de 63 min es la 20
extraida por dicha columna (de la cual en efecto se constatard que posee un
triptofano como se deduce de la existencia de sefial a 280 nm). En ambas

fracciones se comprobara que contienen péptidos bactericidas.

La cromatografia se realiza a un flujo de 1 ml/min y las fracciones se
recogieron a intervalos de 2 min (lo que representa un volumen de 2 ml por
fraccion). Cuando se observa la aparicion de mas de un pico dentro del intervalo
de una fracciéon de 2 ml, dicha fraccion se separaria en las necesarias para
obtener la méaxima resolucion para cada pico. Asimismo, algunas fracciones
quedarian unificadas si no se detecta aparicion de una absorbancia minimamente
significativa. Para ilustrar estos resultados se relaciona en la tabla 9 la
distribucion de volumenes por cada fraccion en el perfil obtenido para la

separacion con columna C18 Symmetry.

N° fraccion | Volumen (ml) Abs 280nm Nefraccion | Volumen (ml) Abs 280nm
1 0-2 0.36 16 54-56 0.02
2 2-4 0.135 17 56-58 0.07
3 4-6 0 18 58-60 0.031
4 6-8 0 19 60-62 0.01
5 8-14 0 20 62-64 0.042
6 14-20 0 21 64-66 0.1
7 20-22 0 22 66-68 0.04
8 22-26 0.002 23 68-70 0
9 26-30 0.001 24 70-72 0.06
10 30-38 0 25 72-76 0.04
11 38-42 0.003 26 76-78 0
12 42-48 0.004 27 78-80 0.06
13 48-50 0.006 28 80-84 0.55
14 50-52 0.031 29 84-85 0.130
15 52-54 0.165 30 85-87 0.236

31 87-90 0.6
32 90-92 0.45

Tabla 9. Asignacion de fracciones colectadas en la cromatografia HPLC Symmetry.
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Con las fracciones mads representativas se realizdé un ensayo de viabilidad celular en
cultivos de E. coli 'y S.aureus, mediante la cuantificacion de los niveles de ATP, tal
como se describe en Materiales y Métodos. Los resultados mas significativos se
representaron conjuntamente con el perfil del cromatograma de HPLC (Fig. 56). Para
llevar a cabo el test se tomd una alicuota de 5 pl (a partir de una resuspension de
liofilizado en 100 ul) de cada fraccion, al suponer un volumen suficiente como para

detectar la actividad bactericida.
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Figura 56. Perfil de HPLC general para la ECPdnt y digerida con BrCN. Se
indica el porcentaje de letalidad, medido como num. de células no viables
respecto al control, tanto para E. coli (rojo) como para S. aureus (azul). Se

detalla el numero de fraccion asignada en las que corresponderan con
fragmentos de RNasa 3/ECP identificables.

A continuacién, los resultados que presentamos muestran con el detalle de
cada fraccion separada por HPLC, los ya representados en continuo en la figura 56.
Son los resultados de los diversos analisis de la viabilidad con las fracciones de la
separacion por HPLC “Symmetry” de la RNasa 3/ECP fragmentada por BrCN. Se

ensay6 un volumen de 15 pl para cada fraccion que correspondia aproximadamente a
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una OD a 280 nm de 0.15 total para toda la muestra. De esta manera sabiendo por fin
la concentracion, se podrian corregir los resultados por la cantidad de péptido
existente, que son los resultados finales que se presentan en la grafica conjunta con el
perfil de HPLC. En las figuras 57 y 58 se presentan las graficas de los resultados de
letalidad de las principales fracciones de esta cromatografia, tanto para E. coli como
para S. aureus respectivamente. Se han obviado numerosas fracciones en las que no
habia una absorbancia detectable, siendo testadas dos de ellas como muestra de
control negativo. Se asume que con una absorbancia inferior a 0.01 no se puede tener
ninguna cantidad de péptido minima para producir efecto sobre las bacterias (como se

comprueba en las fracciones 1 y 4-6 de la grafica 57).

Lethality over
80 — - E.coli

40 —

% lethality over ctrl

20 —

N o 2 8 R QPR PR D

Fraction

Figura 57. Experimento de viabilidad de E.coli ante diferentes fracciones de HPLC
Symmetry de ECPdnt digerido mediante BrCN. Las barras de error corresponden a
desviaciones tipicas de tres experimentos, mientras que la altura es la media de los
mismos. En el eje de abcisas aparecen fracciones progresivas de la separacion
cromatogrdfica.
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Figura 58. Letalidad de las diferentes fracciones de HPLC (Symmetry) de RNasa
3/ECP-BrCN corregida por cantidad de proteina, sobre S. aureus. Los cultivos crecidos
hasta ODgyp,n de 0.6 se incubaron con volumenes aproximados de 15ul de cada
fraccion, aproximando por una OD de 0.17, que luego se corrigio por cantidad de
proteina (resultados de la grdfica conjunta con el perfil de HPLC). Tras incubacion de
20 min se cuantifico la viabilidad por cuantificacion de ATP (BacTiterGlo). Los puntos
representan media de dos experimentos asi como los errores su desviacion estandard.

5.1.3.2.2 Analisis de fracciones por SDS-PAGE

Para asegurar los resultados y principalmente para descartar eventuales
contaminaciones de fragmentos grandes del C-terminal (de tamafio mucho
mayor) en las fracciones separadas, se practican una serie de electroforesis SDS-
PAGE convencionales con un porcentaje de poliacrilamida del 18% (Fig. 59 A,
B y C). Los geles resultantes se tifieron con nitrato de plata, para conseguir una
sensibilidad mayor que el Coomassie e intentar detectar el péptido N-terminal
separado en cada fraccion. Sin embargo, los péptidos inferiores a 5000 daltons a
la concentracion a la que los obtenemos no son detectables con buena resolucion

mediante este tipo de electroforesis.
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Figura 59. Tincion en AgNQOj; de electroforesis SDS-PAGE para las diferentes fracciones de
HPLC Symmetry. Se indica el num. de cada fraccion en los carriles correspondientes. Se
confirma la ausencia de bandas de peso molecular elevado, lo que se corresponde con los
resultados de MALDI-TOF. Las electroforesis SDS-PAGE se realizaron en geles de
poliacrilamida al 15 % en Ay al 18 % para B y C.

Las fracciones fueron posteriormente analizadas por espectrometria de
masas MALDI-TOF y secuenciacion N-terminal para confirmar su pureza. Se
muestran en el grupo de imagenes de la figura 59 diferentes geles resultantes en
los que sistematicamente no se detectan contaminaciones de fragmentos grandes
para fracciones donde se espera encontrar algin péptido fragmentado del
tratamiento de la RNasa 3/ECP con BrCN. Podemos por tanto concluir que en
las fracciones 15 y 20 no hay contaminacion de fragmentos grandes de la

proteolisis de la RNasa 3/ECP.

138



5.1.3.2.3 Identificacion de los fragmentos de escision

Se realizod, en el servicio de Protedmica de la UAB, una espectrometria de masas
MALDI-TOF de las fracciones purificadas. Este proceso permite distinguir todas
las especies moleculares presentes y su masa atdmica exacta. Se presenta en las
figuras 60 y 61 los perfiles correspondientes a las fracciones 15 y 20
respectivamente. Las secuenciaciones de los fragmentos se efectuan hasta el 7°
residuo desde el N-terminal, lo cual permitira una identificacion especifica de

nuestras RNasas. Los resultados se presentan en la tabla 10.
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Figura 60. Perfil de la espectrometria de masas presentando el pico 1124.7 Da como el
que representa principalmente a la fraccion 15.
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Figura 61. Perfil de la espectrometria de masas presentando el pico 2216.7 Da como el
que representa principalmente a la fraccion 20.
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Fragmento Secuencia Masa Molecular | pl estimado Cont. Letalidad* Frac
N-ter (exp) observada Banda Symmetry 5
pesada®
I B 1921 8.26 - + Ne 3
FAIQHIS
Rzﬂ5 RAINNY 1124 11.27 - +++ N° 15
RAINNY
H7 YLIQFT 3049 10.84 - - N°'5 (Vydac)
RPPQFTR
H FAIQ 2216 10.76 - ++ N° 4 (Vydac)
Aos N° 20 (symmetry)
0 W35 | n.el 5247 11.83 - - No encontrado
RPPQFTR
1 1 - - Ne° 32
e n.e n.e 9.65 +
ECP-Cterminal?

"n.e : no efectuada

2 Las diferentes escisiones de la ECP en el extremo C-terminal no aparecen diferenciadas

3 La banda a la que se hace referencia se comprobé mediante SDS-PAGE vy tincion por AGNO,

4 Los simbolos de letalidad corresponden aproximadamente a un 25% de letalidad sobre el control

5 Por defecto el n° de fraccién corresponde a la HPLC con columna Symmetry

Tabla 10 Panel de resultados de la escision de la RNasa 3/ECP por BrCN. Se muestra:
secuencia N-terminal experimental, masa molecular por MALDI-TOF, pl estimado, presencia o
ausencia de bandas de peso molecular alto (evaluada por SDS-PAGE), letalidad por
experimentos de viabilidad (cada signo positivo representa 25% de letalidad).

Se concluye por lo tanto que en las fracciones identificadas no hay contaminacion de
fragmentos de alto peso molecular provenientes de la porcién C-terminal escindida de
la RNasa 3/ECP. Se confirma asi la pureza de los fragmentos correspondientes a
péptidos N-terminales que tienen actividad bactericida destacable. Teniendo en cuenta
el hecho de que la RNasa 3/ECP al ser una proteina recombinante incorpora una
metionina en el extremo N-terminal, se ha asignado el num. 0 a este residuo. Dicha
metionina podria escindirse en el proceso de digestion por BrCN, no obstante el proceso
de escision es menos efectivo con las metioninas N-terminales y en nuestro caso la

masa molecular corresponde a los fragmentos que mantienen dicho residuo.
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5.1.4 Actividad antibacteriana de péptidos producto de digestién y péptidos sintéticos de

la RNasa 3/ECP

Para continuar con la diseccion de la actividad antibacteriana del N-
terminal de la RNasa 3/ECP se han dispuesto de una serie de péptidos originados
por proteolisis en nuestro propio laboratorio como se ha mostrado en los
apartados anteriores, y de péptidos de origen sintético. La region N-terminal es
de caracter altamente catidonico y varios de sus residuos (triptofanos) han sido
establecidos como claves en la propia actividad bactericida de la RNasa 3/ECP,
por estudios de mutagénesis (Carreras et al, 2003). Por este motivo, intentamos
determinar nuevas zonas de relevancia y aseverar la importancia de los residuos
ya conocidos. Una aproximacion fue la generacion de péptidos por escision con
BrCN, dado que la unica metionina de la secuencia se encuentra en una zona
proxima al N-terminal de la RNasa 3/ECP. Otro péptido N-terminal generado en
nuestro laboratorio ha sido el que llega hasta el residuo 38 por digestion de la
RNasa 3/ECP por Lys-endoproteasa. La otra aproximacion, por péptidos
sintéticos, venia de un analisis previo de la capacidad antibacteriana de ciertas
regiones de la RNasa 3/ECP realizado por Torrent y colaboradores (2009b)
también refrendado en los estudios teodricos bioinformaticos (Torrent et al,

2009¢).

Los péptidos 1-19, 24-45 y 1-45 fueron sintetizados por el servicio de
sintesis peptidica del Dr. David Andreu del laboratorio de Protedmica de la
Universitat Pompeu Fabra (Barcelona). Los estudios de sus propiedades
biofisicas (Torrent et al, 2009b) confirmaron la aproximacion tedrica inicial por
prediccion bioinformatica (Torrent et al, 2009¢). Estos estudios confirmaron la
capacidad de desestabilizacion de membranas modelo y aglutinacion de
bacterias para el péptido 1-45. La desestabilizacion de membranas se conservaba
en el péptido 1-19, mientras que la accion bactericida se atribuyd principalmente

a la region 24-45.

141



5.1.4.1 Analisis de la viabilidad celular bacteriana

Los efectos de todos los péptidos tanto producidos por digestion de la
proteina en nuestro laboratorio, como los obtenidos por sintesis quimica en el
laboratorio del Dr. David Andreu, se evaluaron en sus efectos sobre la viabilidad
celular bacteriana, para identificar con mayor precision la principal region de

actividad antibacteriana del segmento N-terminal de la RNasa 3/ECP.

La viabilidad, como ya se describi6 en Materiales y Métodos, se mide
por cuantificacion del ATP intracelular bacteriano, lo cual nos permite estimar el
numero de células metabolicamente viables. Se ha evaluado el efecto de los
péptidos resultantes y de la RNasa 3/ECP en funcion del decremento del numero
de células viables, o alternativamente, en funciéon del pardmetro inverso,

denominandolo letalidad.

Se han podido aislar una serie de péptidos resultantes de la escision de la RNasa
3/ECP (ver tabla 10) con una actividad bactericida notable. Tras su
identificacion se comprueba que son los péptidos que comprenden las zonas N-
terminal més importantes en la actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP
(residuos 35 y 36) en coincidencia con estudios previos con mutantes de dicha
zona (Carreras et al, 2003) y otros estudios paralelos en nuestro laboratorio, con
péptidos sintéticos relativos a la misma region N-terminal (Torrent et al, 2009b).
Previamente se hizo una comparativa entre el péptido 0-38 y la RNasa 3/ECP en
un rango de concentraciones para determinar su concentracion efectiva
antibacteriana (Fig. 62) y comparar la actividad con la de los otros péptidos (Fig.

63).
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Figura 62. Grdfica comparativa de los niveles de ATP de un cultivo bacteriano
incubado con un rango de concentraciones del péptido ECP(0-38) tanto sobre E. coli
como S. aureus y en comparacion con la RNasa 3/ECP nativa.

Los resultados muestran una actividad bactericida del péptido 0-
38 (de la proteolisis de RNasa 3/ECP) tanto en E.coli como en S.aureus en
dependencia directa de la concentracion. De nuevo se distingue una resistencia
ligeramente superior al efecto bactericida en la especie Gram-positivo. El efecto
bactericida del péptido a la misma concentraciéon que la proteina (4 pM) es

comparable.

En el esquema que se describe en la tabla 11 se incluyen los péptidos
utilizados en trabajos previos del grupo (Torrent et al, 2009b), junto con el
generado en nuestro laboratorio por digestion con Lisil-endoproteasa
indicandose sus propiedades. En las figuras 63 y 64, se incluyen los resultados
comparativos respecto a la actividad bactericida, en las especies E. coli y S.

aureus.
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Esquemade péptidos de laECP por sintesis y por

protedlisis

0 1i) 2|4 K38 zis 133
- ECP
i i i i
i i i i
T i i
\ i i ‘
1 j i Péptido Masa pl Letalidad Origen
| i ' Molecul ar
|
| | 1-19 2083 12 _ S ntosis
1 | /7
1 i 0-38 4663 1171 | +++ P roted sis
I — I
2445 2873 1086 | + Sintesis
Péptidos resultantes de corte o sintesis I
1-45 5247 1171 | ++ Sintesis

¢ Sitio de corte Unico dela Lys-endoprote asa

Tabla 11. Tabla de péptidos sintetizados y producto de protedlisis enzimdtica.
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Figura 63. Grdfica conjunta de viabilidades evaluadas mediante el sistema de
deteccion de ATP intracelular en E.coli (BL21) tras incubacion con diferentes péptidos,
con la correccion respecto a control negativo. Los péptidos se incubaron a 10 uM en el
medio de cultivo, mientras que ECPwt fue incubada a 4 uM de concentracion final. La

barra de error es de tres experimentos independientes.
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Figura 64. Grdfica conjunta de viabilidades en S. aureus respecto al control negativo.
Los péptidos se incubaron a 10 uM en el medio de cultivo. La barra de error es de tres

experimentos independientes.

Se observa una actividad bactericida significativamente mayor para los
péptidos 0-38 y 1-45, comparable con la RNasa 3/ECP. Los péptidos 1-19 y 24-

45 en cambio muestran una actividad muy baja, tal como se describid

previamente (Torrent et al, 2009b).

5.2 Caracterizacion de la RNasa 7

5.2.1 Clonacién del gen de la RNasa 7 humana

La secuencia codificante para la RNasa 7 nos fue cedida amablemente por la
Dra. Helene Rosenberg, (NIH Bethesda (MD-USA)) insertada en el plasmido pFTCs.
Para transferir el gen al plasmido de expresion en E.coli: se amplificéd el gen desde el
mismo pFTCs y se realizé una digestion con enzimas de restriccion (Ndel y BamHI)

para aislar el fragmento y luego ligarlo al plasmido pET11c (ver Apéndice-Plasmidos).

Posteriormente se obtuvo por mutagénesis dirigida la otra variedad de la RNasa

7, descrita por Harder y colaboradores, variedad caracterizada en queratinocitos que se

distingue por las sustituciones A75P y H93Y (Harder et al, 2002).
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Nuestro sistema de expresion de proteinas en el laboratorio esta basado
en las variantes del plasmido pET, en este caso se ha utilizado el plasmido
pETl11c, cuya descripcion aparece en el apartado “Plasmidos™ del Apéndice. Se

procede como se describe a continuacion:

Amplificacion por PCR desde el plasmido pFTCS. Para esta PCR se
utilizaron los primers universales del plasmido y una cantidad de DNA molde
(pFTCS+ RNasa 7) de aproximadamente 50 ng en 2 pl. Los resultados de dicha

PCR se visualizaron por electroforesis de agarosa (Fig. 65).

10—p
492

359—p

Figura 65. Gel de agarosa al 1.5% p/v para deteccion de amplicones de la
RNasa 7.Carriles: 1 amplificacion de PCR desde plasmido pETIIc para el gen
de la RNasa 7 insertado tras ligacion, 2 y 3 representan amplificaciones desde
plasmido original pFTCS (con doble de cantidad de plasmido como DNA molde
en el 2). M es el marcador de peso molecular (ver apéndice). 5 es el control
negativo (solucion de PCR con primers sin DNA molde).

Posteriormente el resultado de la amplificacion seria digerido por los
extremos con las restrictasas Ndel y BamHI para proporcionar extremos

cohesivos con el plasmido abierto por los mismos extremos de corte.

La ligacion del fragmento amplificado se lleva a cabo teniendo en cuenta

los pesos moleculares experimentales:
Plasmido (pET11c) 6500 pb’s
Inserto (RNasa 7 cDNA) 400 pb’s
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La relacion de masa molecular inserto/plasmido es de 16.25. Para llegar a
una relacion de 5 que es la necesaria para favorecer la reaccion de ligacion se
debe de anadir 3.25 veces menos cantidad de inserto que de plasmido (3.25=
16.25/5). Se procedié ligando entonces 1 pg de pldsmido con 0.308 pg de
inserto. 2ul de ligacion se utilizarian para transformar en E.coli Novablue con
resultados positivos en clones portadores de la ligacion, en los que el namero de
cfu’s optimos fue de 13. Dicha ligacién se acompatfio del control positivo para el

proceso de transformacion (pUC18) y negativo (medio LB).

El andlisis final consistid0 en la digestion con los mismos enzimas que
permitieron la generacion de los fragmentos cohesivos (Ndel + BamHI) (Fig.
66).

M 2 5 6 Ctrl-

490pb’s L

Figura 66. Gel de agarosa al 1.5% p/v, de los productos de digestion por Nde [
v BamHI que liberan el fragmento de aproximadamente 400 pb’s, cada numero
(2, 5y 6) corresponde a una preparacion de plasmido del n° de clon testado.

5.2.1.1 Mutagénesis dirigida para la generacion de la variedad de RNasa 7 (P75Y93)

La mutagénesis dirigida se lleva a cabo de manera secuencial y en
paralelo, es decir, que dos mutaciones necesarias para obtener la variante de la
RNasa 7 se hacen una después de la otra y cada una de ellas por separado, para
llegar al mismo resultado superponiéndose entre las dos. Esta estrategia viene

representada en la figura 67.
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Figura 67. Diagrama del proceso general de mutagénesis dirigida llevado a cabo para
la obtencion de la RNasa 7 variedad (P75Y93) a partir de la variedad (A75H93).

Una de las mutaciones es la que origina la sustitucion P75A en la proteina que
viene generada por los siguientes primers: Primers forward y reverse

(presentado en sentido inverso).

5’-CACCAGAGCCA CGGG G CCGTGCCCTGACC-3’
3’-GTGGTCTCGGTGCCC G GGCACAGGGACTGG-5’

La otra mutacion da como resultado la sustitucion H93Y y viene generada por

estos primers:

5’-CTCACCTCA GG A AG A TAGGCTTGACGTCCA-3’
3’-GAGTGGAGTCCCTTCC A TAGGCTTGACGTCCA-Y’

El disefio de estos primers se realiz6 teniendo en cuenta la secuencia a amplificar y
buscando la longitud mas adecuada para aumentar la eficiencia del proceso. Se
analizo la posibilidad de autoformar horquillas o dimeros mediante el programa
PRIMER. Los primers tenian un longitud de 45 pb’s y comprendian los cambios:

A75P y H93Y de la RNasa 7.

148



Tras la mutagénesis se digieren con el enzima Dpnl que destruye las
cadenas parentales, eliminando los falsos positivos. 2 ul del proceso final se utilizan
para transformar E.coli X1Lblue con resultados positivos y asegurados por sus
controles positivo y negativo. Para comprobar que realmente se encuentran los
genes de la RNasa 7, se lleva a cabo una PCR desde las preparaciones de DNA

plasmidico con nuestro gen mutado, resultando la amplificacion positiva (Fig. 68).

M Ctrl- Ctrl+ 1

359 —

Figura 68. Gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion por PCR de los insertos mutados,
aparecen las bandas esperadas de amplificacion. Los controles positivos son plasmidos pFTCS
con el gen de la RNasa 7. El carril 1 representa la amplificacion del gen de RNasa7 (A75H93),
el carril 2 para el gen del mutante parcial de la RNasa 7 (A75Y93) y 3 para el de la variedad
(P75H93).

5.2.1.2 Analisis del resultado y secuenciacion de DNA.

La secuenciacion se ha realizado en el servicio de secuenciacion de la
Universidad Autéonoma de Barcelona utilizando los primers de la secuencia T7,
que se encuentran flanqueando al MCS (lugar de multiclonacion). El plasmido
en el que se secuencia es el mismo por el que se procederd a realizar la expresion
(pET11c) dando resultados positivos. Como se muestra en los siguientes

apareamientos:
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Alineamiento: RNS7(AY) vs secuenciacion T7RV (promotor de la hebra
reversa).

Score = 665 bits (346), Expect = 0.0 Identities = 352/355 (99%), Gaps = 0/355 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 85 AAGCCCAAGGGCATGACCTCATCACAGTGGTTTAAAATTCAGCACATGCAGCCCAGCCCT

N RNy
Shjct 364 AAGCCCAAGGGCATGACCTCATCACAGTGGTTTAAAATTCAGCACATGCAGCCCAGCCCT 305

Query 145 CAAGCATGCAACTCAGCCATGAAAAACATTAACAAGCACACAAAACGGTGCAAAGACCTC

L N NNy
Sbjct 304 CAAGCATGCAACTCAGCCATGAAAAACATTAACAAGCACACAAAACGGTGCAAAGACCTC 245

Query 205 AACACCTTCCTGCACGAGCCTTTCTCCAGTGTGGCCGCCACCTGCCAGACCCCCAAAATA 264

UL U U U O O ey
Shjct 244 AACACCTTCCTGCACGAGCCTTTCTCCAGTGTGGCCGCCACCTGCCAGACCCCCAAAATA 185

Query 265 GCCTGCAAGAATGGCGATAAAAACTGCCACCAGAGCCACGGGCCCGTGTCCCTGACCATG 324

U U U O
Sbjct 184 GCCTGCAAGAATGGCGATAAAAACTGCCACCAGAGCCACGGGGCCGTGTCCCTGACCATG 125

Query 325 TGTAAGCTCACCTCAGGGAAGTATCCGAACTGCAGGTACAAAGAGAAGCGACAGAACAAG 384

U U U U o
Sbjct 124 TGTAAGCTCACCTCAGGGAAGCATCCGAACTGCAGGTACAAAGAGAAGCGACAGAACAAG 65

Query 385 TCTTACGTAGTGGCCTGTAAGCCTCCCCAGAAAAAGGACTCTCAGCAATTCCACC 439

EEERRERRE R e e e e e e e e ey i
Sbjct 64  TCTTACGTAGTGGCCTGTAAGCCTCCCCAGAAAAAGGACTCTCAGCAATCCCACC 10

Como se ejecutan dos secuenciaciones para asegurar la identificacion, también se

obtiene otra secuencia desde el primer T7 reverso.

Alineamiento: secuencia del gen RNS7 (variedad AJ306609) vs secuenciacion T7RV

(primer universal del promotor de T7 de la hebra reversa “RV” del plasmido).

Score = 669 bits (348), Expect = 0.0, Identities = 354/357 (99%), Gaps = 0/357 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 115 TTTAAAATTCAGCACATGCAGCCCAGCCCTCAAGCATGCAACTCAGCCATGAAAAACATT 174

U U U U s
Sbjct 8  TTTTAAATTCAGCACATGCAGCCCAGCCCTCAAGCATGCAACTCAGCCATGAAAAACATT 67

Query 175 AACAAGCACACAAAACGGTGCAAAGACCTCAACACCTTCCTGCACGAGCCTTTCTCCAGT 234

QU U U
Shjct 68  AACAAGCACACAAAACGGTGCAAAGACCTCAACACCTTCCTGCACGAGCCTTTCTCCAGT 127

Query 235 GTGGCCGCCACCTGCCAGACCCCCAAAATAGCCTGCAAGAATGGCGATAAAAACTGCCAC 294

U U U
Sbjct 128 GTGGCCGCCACCTGCCAGACCCCCAAAATAGCCTGCAAGAATGGCGATAAAAACTGCCAC 187

Query 295 CAGAGCCACGGGCCCGTGTCCCTGACCATGTGTAAGCTCACCTCAGGGAAGTATCCGAAC 354

QU U O O U U e
Shjct 188 CAGAGCCACGGGGCCGTGTCCCTGACCATGTGTAAGCTCACCTCAGGGAAGCATCCGAAC 247

Query 355 TGCAGGTACAAAGAGAAGCGACAGAACAAGTCTTACGTAGTGGCCTGTAAGCCTCCCCAG 414

U U U O R
Sbjct 248 TGCAGGTACAAAGAGAAGCGACAGAACAAGTCTTACGTAGTGGCCTGTAAGCCTCCCCAG 307
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Asimismo cuando la secuencia de la mutacion se compara con la
secuencia de la RNasa 7 descrita por el grupo de Harder, mediante el
alineamiento que ejecuta la herramienta online BLAST, se llega a una

identificacion positiva para este polimorfismo génico.

Alineamiento: RNS7 (AJ306609) vs secuenciacion T7RV (promotor de la hebra
reversa “RV?”).

Score = 671 bits (349), Expect=0.0
Identities = 351/352 (99%), Gaps = 0/352 (0%) Strand=Plus/Minus

31  GGAATTGCTGAGAGTCCTTTTTCTGGGGAGGCTTACAGGCCACTACGTAAGACTTGTTCT 90

UL U U U O
436 GGAATTGCTGAGAGTCCTTTTTCTGGGGAGGCTTACAGGCCACTACGTAAGACTTGTTCT 377

91  GTCGCTTCTCTTTGTACCTGCAGTTCGGATGCTTCCCTGAGGTGAGCTTACACATGGTCA 150

UL U U U Uy
376 GTCGCTTCTCTTTGTACCTGCAGTTCGGATACTTCCCTGAGGTGAGCTTACACATGGTCA 317

151 GGGACACGGGCCCGTGGCTCTGGTGGCAGTTTTTATCGCCATTCTTGCAGGCTATTTTGG 210

U U UL R R R
316 GGGACACGGGCCCGTGGCTCTGGTGGCAGTTTTTATCGCCATTCTTGCAGGCTATTTTGG 257

211 GGGTCTGGCAGGTGGCGGCCACACTGGAGAAAGGCTCGTGCAGGAAGGTGTTGAGGTCTT 270

UL U U oo
256 GGGTCTGGCAGGTGGCGGCCACACTGGAGAAAGGCTCGTGCAGGAAGGTGTTGAGGTCTT 197

271 TGCACCGTTTTGTGTGCTTGTTAATGTTTTTCATGGCTGAGTTGCATGCTTGAGGGCTGG 330

U RO O R
196 TGCACCGTTTTGTGTGCTTGTTAATGTTTTTCATGGCTGAGTTGCATGCTTGAGGGCTGG 137

331 GCTGCATGTGCTGAATTTTAAACCACTGTGATGAGGTCATGCCCTTGGGCTT 382

EEELERR e e e e e e e e e e et
136 GCTGCATGTGCTGAATTTTAAACCACTGTGATGAGGTCATGCCCTTGGGCTT 85

Expresioén v purificacion de la RNasa 7

En este apartado se describen los detalles de los protocolos de expresion de la
RNasa 7. En el caso de la RNasa 7 sera la primera vez que se realiza en nuestro
laboratorio. Se mostrard la comprobacion de la expresion de las proteinas

mediante electroforesis en SDS-PAGE.

Para la expresion de la RNasa 7 se hizo la respectiva puesta a punto para
cada una de las variantes con las que trabajamos, comprobando que el
rendimiento es el mismo en todos los caso. Una forma serd denominada
“Rosenberg” o variedad A75H93 (Zhang et al, 2003), extraida inicialmente de

rifidn, la otra es la denominada “Harder” (Harder et al, 2002), que hace
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referencia a la proteina que se extrajo inicialmente de queratinocitos, con la
variacion aminoacidica P75Y93. Se relaciona en la tabla 12 los rendimientos de
expresion recombinante en E.coli BL21 transformada con pET11c-RNasa 7 de

las distintas variedades.

Variedad de la | Cantidad (mg) post | Concentracion Vol. Cultivo Rendimiento

RNasa 7 FPLC Post FPLC | (L) mg/l cultivo
mg/ml

A75H93 3.19 2.89 2 1.45

A75H93 1.22 2.56 1 1.28

P75Y93 1.88 2 2 0.9

P75Y93 4.79 2.78 2 2.56

Tabla 12 Rendimientos de expresion de las distintas variedades de la RNasa 7. Post
FPLC se refiere tras la purificacion en la etapa de cromatografia de intercambio
cationico utilizando la columna Resource S.

En la figura 69, de igual manera se muestra el gel SDS PAGE, para

comprobar la expresion en respuesta a la induccion por IPTG.

A B D E
| m—

Figura 69. Gel SDS-PAGE de lisados de E.coli BL21 en el proceso de induccion de la
RNasa 7 (variedad P75Y93 “Rosenberg”). A:post IPTG 3h (dil 1/5) B: post IPTG 3h
C: post IPTG 1h30 min, D:prelPTG, E: RNasa 3/ECP como marcador de banda
molecular. La induccion por IPTG se hizo con una concentracion de ImM final, el
volumen de cultivo procesado fue de 1 ml y la ODgyg i fre de 0.6 en pre IPTG y hasta 6
a las 3 horas.

El siguiente paso de la purificacion es la cromatografia de intercambio
catidnico, que sigue el mismo proceso que con la RNasa 3/ECP. Lo unico que
varia es el tiempo de elucidon de la proteina, debido al valor de pl ligeramente
diferente respecto al de la RNasa 3/ECP. En la figura 70 se muestra el perfil de

dicho cromatograma.
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Figura 70. Cromatograma de FPLC por intercambio ionico de la RNasa 7. El
flujo de la columna fue constante (2 ml/min) por lo que el tiempo de elucion es
una variable equivalente al tiempo. Se muestra el porcentaje de la condicion B,
que representa el gradiente hasta NaCl 2M en el tampon de Acetato Sodico 150
mM, pHS5, ademas de la conductividad (mS/cm) y la absorbancia (mAU). La
columna es una Resource S de Pharmacia Biotech, el volumen de muestra fue
de 250 ml. Se representan los datos crudos del aparato (Raw data) extraidos en

modo ASCII en el programa Grafit.

En todos los casos se procedi6 a realizar una posterior cromatografia de
fase reversa C4 Vydac en el sistema de HPLC (Fig. 71). De esta forma se
obtendria proteina mucho mas pura. El rendimiento obtenido de estos procesos
viene relacionado en la tabla 12 y es muy similar para las dos variantes.
Finalmente con 10 pl de la solucion de RNasa 7 en agua se lleva a cabo una
electroforesis SDS-PAGE (figura 72). Se observa posteriormente en la EF SDS-

PAGE que no aparecen fracciones de degradacion y se evalia un buen grado de

purificacion.
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Figura 71. Perfil de la cromatografia de fase reversa (HPLC con columna Vydac C4)
de la RNasa 7. Se representa el perfil de elucion en funcion del tiempo, apareciendo un
pico mayoritario asignable a la RNasa 7 cuya fraccion se analizara posteriormente. El
volumen de muestra es de 100ul de H,0 95%+0.05% TFA con Img de proteina
disuelta. Se representan los datos crudos del aparato (Raw data) extraidos en modo
ASCII en el programa Grafit.

FPLC HPLC RNasa7 preFPLC

Figura 72. Electroforesis SDS-15%PAGE para la separacion y deteccion de la RNasa 7
purificada en funcion de las cromatografias aplicadas (FPLC: intercambio cationico
con columna Resource S, HPLC: fase reversa con Vydac C4).

Es necesaria una revision de la identidad de la proteina purificada dado
que se trata de la primera expresion de la RNasa 7 que hemos realizado en el
sistema de expresion procariota utilizando el pldsmido pET11. Por este motivo
se lleva a cabo una espectrometria de masas MALDI-TOF, ademas de una
secuenciacion de los siete primeros residuos del N-terminal (Fig. 73). La primera
prueba ademas de asegurarnos la pureza de la muestra, nos informa de la
concordancia de su peso molecular experimental con el esperado de tratarse de

la RNasa 7, la segunda prueba se trataria de la identificacion practicamente
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segura de nuestra proteina. Se obtuvo la secuencia de los 7 residuos N-
terminales coincidiendo en todos ellos a la secuencia tedrica de la RNasa 7. En
la figura 73 se muestra el perfil de la espectrometria de masas y en el recuadro

de texto, su identificacion, partiendo de la misma muestra.

3000 14682.462

\ Identificacién de

N-terminal:
MKPKGMT

Intens. [a.u]

15004

10004

o Arma st e,

T T T T T T T T T T T
14200 14400 14600 14800 15000 15200

miz

Figura 73. Perfil de la espectrometria de masas MALDI-TOF de identificacion de la
muestra de RNasa 7. El peso molecular es muy proximo al esperado por calculo con
herramientas de Expasy-Swissprot (14500 Da). Tras confirmacion de la identidad de
la proteina por secuenciacion del N-terminal se puede asignar la secuencia al pico
representado.

5.2.3. Caracterizacion de las dos variantes de la RNasa 7

Se compararon las dos variantes de la RNasa 7 por su accion bactericida, tanto
exogena como endogena, asi como la actividad de degradacion del RNA. No se
obtuvieron diferencias significativas entre los resultados para las dos variantes.
Los resultados detallados se encuentran en cada una de las secciones
correspondientes. Se selecciono la variante P75Y93 (“Harder”) para los estudios

comparativos.

5.3 Estudio de las propiedades de las RNasas 3y 7

5.3.1 Analisis de la actividad bactericida de las RNasas recombinantes en cultivos de

E.coli BL21 v en S.aureus A502

En este apartado se relacionara los efectos de las proteinas recombinantes RNasa
3/ECP y RNasa 7, expresadas en nuestro laboratorio, sobre las especies
bacterianas Escherichia coli como modelo de Gram-negativo y Staphylococcus

aureus como modelo de Gram-positivo. El efecto se ha comprobado analizando
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la viabilidad, mediante la determinacion de la OD, del recuento de cfu’s y
mediante viabilidad celular bacteriana por deteccion de los niveles intracelulares

de ATP. El estudio representa la primera comparacion directa de las dos RNasas.

5.3.1.1 Analisis de la actividad bactericida de la RNasa 3/ECP por adicion (efecto

exdgeno).

a) Estudio de la forma RNasa 3/ECP nativa

Se estudio el efecto de la RNasa 3/ECP afiadida al medio de cultivo
bacteriano. En primer lugar, se determind el margen de concentraciones
adecuado y acorde con la literatura para analizar el efecto bactericida de dicha
proteina. Para establecer ese rango se realizaron unos experimentos iniciales
de crecimiento de cultivo en LB liquido y medicion de la ODgoonm, Los
resultados en el recuento de cfu’s, apuntaron a que 4 uM resulta ser una
concentracion de trabajo adecuada (Fig. 74), siendo ademas apropiada para los
estudios comparativos (Torrent el al, 2009b, 2010). A continuacion se repitio
el experimento comparando las dos especies modelo Gram-positivo y Gram-
negativo e incubando durante un tiempo superior (Fig. 75). Una vez
establecida la concentracion de RNasa 3/ECP a 4 uM se realizaron medidas a
diferentes tiempos a partir de un crecimiento bacteriano en LB a una ODgoonm
de 0.6. Dichas mediciones de cfu’s se realizaron a partir de diluciones 10° en
PBS estéril. Se sembraron 100 pl de dicha dilucion en placas LB sin
antibioticos. Al mismo tiempo para cada tiempo se realizo la evaluacion de la
viabilidad tanto por ODgponm, como por la determinacion de ATP intracelular
por fluorescencia indirecta. La figura 76 muestra la viabilidad celular en

funcion del tiempo comparada mediante los tres métodos.
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Figura 74. Efecto de la [RNasa 3/ECP] sobre el crecimiento de E. coli a un tiempo de 45
min. Evaluado mediante el recuento de cfu’s.

La viabilidad se evalu6 también a partir de la cuantificacion de la cantidad de
ATP intracelular bacteriano (método comercial BacTiter Glo). En este caso la
concentracion de RNasa 3/ECP ya quedaria fijada a 4 uM. Se observa un
descenso a 30 min de aproximadamente el 45% y a 60 min llega a provocar la

letalidad maxima, mantenida durante varias horas.

—O— E. coli BL21

—@— S.aureus

—O— E. coli BL21
1000 —

—@— S.aureus
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Figura 75. Recuentos de cfu’s tras incubacion de la RNasa 3/ECP en E. coli y S. aureus
durante 90 min a diferentes concentraciones. El cultivo tenia una ODygy,, de 0.6, el
volumen sembrado fue de 100 ul y se incubaron las placas overnight. Los puntos son
media de duplicados y la barra de error su desviacion tipica. Se representa en A
mediante escala logaritmica, mientras que en B es en escala lineal.
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Figura 76. Grdfica comparativa entre tres métodos diferentes de evaluacion de la
letalidad de la ECP a 4 uM, los puntos son medias y las barras de error desviaciones
tipicas de dos experimentos. La ODggpnm a la que se aiiadio la RNasa 3/ECP fue de 0.6.
Los valores de viabilidad por ATP y recuento de cfu’s se expresan como porcentaje
sobre el control, los de OD se representaron con la variable en el eje de ordenadas a la
derecha como valores absolutos.

En la evaluaciéon de un método u otro para la determinaciéon de la
viabilidad tuvo que sopesarse la rapidez del proceso, la resolucion entre tiempos
cortos y los parametros estadisticos que podian informarnos de las bondades de
la medicion. En la figura 76 se muestra la comparacion de métodos y en la tabla
13 se muestran los parametros estadisticos. Entre los tres métodos se ha
observado que la determinacion de la viabilidad, mediante medicion de los
niveles de ATP es un método mas resolutivo en cuanto a tiempos, facil y rapido
de ejecutar, con un coeficiente de variacion muy aceptable y con buena

correlacion con el método de referencia (recuento de cfu’s).
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Método Tiempo | CV % | Corr entre
Magnitudes

Viabilidad por 30 20.26 | rATP: 0.96

recuento de cfu’s 60’ 24 95 rOD :0.31
240 31.75

Viabilidad por 30 977 rcfu :0.96

fluorescencia 60’ 6.64 rOD : 0.52

(determinacion de ATP) | 240’ 851

Crecimiento 30’ 1243 rATP : 0.52

por densidad éptica 60’ 1925 rcfu : 0.31

(ODgoonm) 240’ 28.52

Tabla 13. Comparativa de medidas estadisticas entre métodos para evaluar la
viabilidad. Cuando se habla de rcfu, rATP, rOD, se refiere a las correlaciones
del método de la fila correspondiente con cada uno de los otros dos hechas con
cuatro puntos de evolucion en el tiempo (0, 30, 60, 240 min), CV es el
coeficiente de variacion de cada valor medio. Las medidas se hicieron a tres
tiempos diferentes tal como se indica en la columna Tiempo.

Dado que estos resultados de dispersion dependen de la técnica y a priori
no de la especie bacteriana, se cogié como modelo el comportamiento de E. coli.
Por otra parte, una serie de pruebas preliminares en la optimizacion del método
nos mostraron que la tendencia de S.aureus era la misma. Como se vera en las
resultados posteriores, la dispersion de valores en la evaluacion del crecimiento

microbiano por ODgoonm €8 bastante similar.

Independientemente de la técnica se ha podido apreciar un ligera subida del
orden del 10% al final de la evolucion del cultivo a lo largo del tiempo, que
podria ser debido a la incubacion en LB, lo cual permite al cultivo recuperarse
(al contrario de lo que podria suceder en un tampon de mantenimiento), gracias
a la degradacion de la ribonucleasa a lo largo del tiempo (supuestamente por

proteasas de la bacteria).
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5.3.1.1.1 Estudio de la potencial implicacion de la actividad catalitica de la RNasa
3/ECP en su actividad bactericida mediante el mutante de centro activo

ECPH128N

A pesar de que los estudios previos de la bibliografia indican que la
actividad catalitica RNasa no participa en el mecanismo de accion bactericida
(Rosenberg 1995, Carreras et al 2003) nos propusimos analizar si dicha
actividad RNasa podria desempeiiar algun papel secundario dependiendo de las
condiciones de ensayo. Por otra parte la descripcion en bibliografia de otras
proteinas antimicrobianas con multiples niveles de accion (Abtin et al, 2009),
nos sugiere que en el caso de las RNasas antimicrobianas podria darse un

fenomeno similar.

En la evaluacion de los efectos de la incubacion de la RNasa 3/ECP se enfocod
con una estrategia comparativa con el mutante recombinante expresado en E.
coli RNasa 3/ECP-H128N generado en nuestro laboratorio (Fig. 77 para E. coli

y Fig. 78 para S. aureus), con dos objetivos:

1) Evaluar el potencial efecto de la deficiencia de
actividad enzimatica en el mutante sobre su actividad
antibacteriana, lo cual podria indicar la importancia
relativa de la actividad enzimatica en la actividad

bactericida.

2) Constatar la importancia necesaria de las propiedades
de superficie de la RNasa 3/ECP (carga cationica)
compartidas entre la proteina nativa y el mutante

ECPHI128N.

Se han realizado dos aproximaciones metodologicas: 1) medida de crecimiento
por ODgoonm y 2) viabilidad por cuantificacion de ATP intracelular. En esta
segunda técnica se puede apreciar una leve subida ya comentada para la RNasa

3/ECPwt, que obedeceria a efectos de recuperacion del cultivo.
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El mutante RNasa 3/ECP H128N incluye la sustitucion de un aminoacido
(H128N) que pertenece al centro activo (compuesto por la triada H128, H15 y
K41). Esta variante se obtiene a un nivel de expresion adecuado en E.coli
(BL21), de ahi que se ha utilizado para comparaciones funcionales. Se observa
una actividad ribonucleasa aminorada inferior al 25% de la nativa. En estudios
posteriores de expresion enddgena se estudio el doble mutante RNasa 3/ECP
H128NHIS5N, el cual consigue abolir casi totalmente la actividad catalitica. Sin
embargo, este mutante no se ha podido expresar y purificar como proteina
recombinante al nivel de la RNasa 3/ECP HI128N, debido probablemente a

problemas de replegamiento y estabilidad de la proteina.
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Figura 77. Efectos de la ECPwt y RNasa 3/ECP-HI28N, en relacion a la densidad de
crecimiento (ODgppnm) para E. coli BL21. Los puntos representan medias de tres
experimentos independientes asi como las barras de error sus desviaciones tipicas. Se
incubaron las bacterias a partir de una ODgyy ., de aproximadamente 0.7.
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Figura 78. Graficas de los efectos de la ECPwt en comparacion con la RNasa 3/ECP-
HI28N, en cuanto a la densidad de crecimiento (ODggonn) para S. aureus. Los puntos
representan medias de tres experimentos independientes asi como las barras de error
sus desviaciones tipicas. Se incubaron las bacterias a partir de una ODgy,, de
aproximadamente 0.7.
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Figura 79. Efectos comparativos de la RNasa 3/ECP y la RNasa 3/ECP-HI128N, tanto
en E.coli como en S.aureus para la viabilidad bacteriana evaluada por recuento de
cfu’s. Los valores son el resultado de las medias de 2 experimentos independientes asi
como las barras de error las respectivas desviaciones tipicas. Se muestran los valores
para cada tiempo como porcentajes respecto a su control interno.

Los resultados obtenidos para los mutantes de centro activo RNasa 3/ECP-H128N
(Fig. 77) y para RNasa 3/ECP HI5SN/H128N a nivel enddgeno, en comparacion con

la RNasa 3/ECP nativa, permiten constatar que ambas variantes afectan
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parcialmente a la actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP y por lo tanto se
deduce que la actividad RNasa podria estar parcialmente implicado en dicha
capacidad. Es necesario discernir dentro de la actividad antibacteriana de la RNasa
3/ECP, la aportacion de sus propiedades de superficie sobre las envueltas
bacterianas de la actividad ribonucleasa. Por eso se ha hecho necesario el enfoque
que da la evaluacion de los efectos a nivel enddégeno, mas dependientes de dicha
actividad ribonucleasa. Otra causa que podria explicar la capacidad bactericida
mermada respecto a la forma nativa podria ser una afectacion a la estructura general

de la proteina de este mutante.

Los resultados de la tabla 14 muestran el efecto de los dos mutantes de centro
activo en comparacion con otro mutante con el centro activo intacto. El primero,
RNasa 3/ECP-H128N permite comparar actividad endégena con la incubacion, el
segundo RNasa 3/ECP- HISN/H128N con la actividad RNasa totalmente anulada
nos permite saber si una total deleccion de la actividad RNasa puede aportar un
grado mayor en la incapacidad de ejercer su actividad antibacteriana. El tercer
mutante es RNasa 3/ECP-W35AR36A, con una actividad catalitica equivalente a
ECP nativa pero con una actividad bactericida claramente reducida (Carreras et al,
2003). Este mutante nos permitira comparar el impacto de una mutacién que no

afecta al centro activo.

Efecto Endégeno | Efecto Exdgeno
RNasa 3/ECP wt 43% + 0.8 49% + 0.7
RNasa 3/ECP-H128N 13% +1.7 12% + 0.9
RNasa 3/ECP * 1% ND
H128NH15N
RNasa 3/ECP @ 21% 240% *
W35AR36A

Tabla 14 Porcentajes de letalidad a los 120 min de incubacion en E. coli en medio de
cultivo LB. El efecto endogeno se consiguio por induccion de la cepa E. coli Rosetta
Gami, transformada con el plasmido correspondiente, mientras que el efecto exogeno
se consiguio por incubacion de E. coli con proteina purificada a 4 uM. Los valores son
media de dos experimentos. ND: no se dispone de resultados debido a la dificultad de
obtencion de proteina recombinante. *Valor estimado a partir de los resultados de
Carreras y colaboradores (2003).

La diferencia de la letalidad del mutante RNasa 3/ECP-H128N con respecto a ECPwt a

nivel enddgeno no es significativamente diferente de la misma diferencia a nivel
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exogeno, por lo cual se podrian sugerir que no existen causas diferentes para explicar el
descenso de la actividad bactericida de RNasa 3/ECP-H128N tanto a nivel exdgeno
como a nivel enddgeno y estas causas deben residir parcialmente en la mutacion de
centro activo tal como se deduce de la comparacion con el otro mutante que mantiene el

centro activo intacto.

5.3.1.2 Analisis de la actividad bactericida de la RNasa 7 por adicion (efecto
exdgeno).

Se describe a continuacion el estudio de la actividad bactericida de la
RNasa 7, tanto por evaluacion del crecimiento bacteriano (ODgponm) cOmo por
viabilidad por ATP, repitiendo asi el procedimiento que ya se ha llevado a cabo
para la RNasa 3/ECP . No se detectaron diferencias significativas en lo que

respecta a la actividad antibacteriana de las dos variantes analizadas (Fig. 80).

E.coli+ RNAse7
= (P75Y93)(4 UM)

40 — E. coli + RNAse7
(A75H93) (4 um)

S. aureus+ RNAse
7 (P75Y93) (4 UM)

N S. aureus+ RNAse
20 —| 7 (A75H93) (4 pM)

0 T T T T T T T T T VTTTTT1T7]
0 200 400
Time (min)

Viability (% ctrl)

QS O
& &P

Figura 80. Cinéticas de evaluacion de la viabilidad de las dos variantes de la RNasa 7,
sobre las especies bacterianas E. coli y S. aureus, utilizando el método de deteccion de
ATP intracelular (BacTiter Glo). Los puntos representan medias de dos experimentos
asi como las barras de error su desviacion tipica.

Una vez establecida la equivalencia a nivel del efecto bactericida de las
dos variantes de la RNasa 7 y las correspondientes substituciones parciales, los
ensayos siguientes se realizaron con la variedad P75Y93 (“Harder”). Se ha
analizado la viabilidad por cuantificacion de ATP intracelular en funcién de la
concentracion de RNasa 7 a fin de encontrar una concentraciéon de trabajo
idoénea. Se determiné que la concentracion de 4 uM presentaba un efecto
bactericida de orden similar al observado para la RNasa 3/ECP, facilitando la

comparacion de ambas (Figs. 81 y 82).
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a S. aureus viability

(% over ctrl)

- E. coli viability
(% over ctrl)
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% over Ctrl

60 T
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Figura 81 Efectos de concentraciones crecientes de la RNasa 7 en la viabilidad
de E .coli y S. aureus, evaluada por la determinacion de ATP intracelular
(variedad “Harder”P75Y93). Tiempo de incubacion de 30 min. Los resultados

y sus desviaciones representadas por la barra de error corresponden a tres
experimentos independientes.

Para las dos especies de nuestro estudio también se ha determinado la ODgoonm
como medida del crecimiento microbiano tras incubaciones de los cultivos
bacterianos en presencia de la proteina a una concentracion final de 4 uM. Tal

como se esperaba, el crecimiento queda mermado (Fig. 83) en las dos especies.

E. coli +RNase 7 (4uM) ©
E.coli ctrl @
S.aureus +RNase 7 (4uM)

S.aureus ctrl -

OD 600 nm

T T T 17 T 1T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200
Time (min)

Figura 82. Grdfica de actividad de la RNasa 7 mediante registro de la densidad de

crecimiento por evaluacion de la absorbancia a 600 nm, para E. coli y S. aureus, en
comparacion con los respectivos controles de crecimiento normal.
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La figura 83 muestra la comparativa del efecto de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7
en experimentos paralelos con el mismo cultivo y en las mismas condiciones. Se

confirma una letalidad de la RNasa 7 ligeramente superior respecto a la RNasa

3/ECP.

E. coli +
RNase 3 4 uM
E. coli +
RNase 7 4 pM
S. aureus +
RNase 3 4 uM
S. aureus +
RNase 7 4 uM

Viability (% over control)

[TTTT T
S S SEEE T SEEROAIG IR SO AN A o

Time (min)

Figura 83. Cinética del efecto de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 en la
viabilidad, utilizando el método de deteccion de ATP por fluorescencia
(BacTiter Glo). Los valores representan medias de dos experimentos
independientes asi como las barras de error su desviacion tipica.

5.3.1.3 Analisis de la lisis celular por deteccion de la liberacion de RNasa

bacteriana enddgena por zimograma.

La técnica del zimograma permite la deteccion de proteinas con actividad
enzimatica en cantidades muy bajas (del orden de nanogramos) utilizando 4cido
policitidilico o acido poliuridilico como sustratos para las ribonucleasas. Este
método puede dar nueva informacion respecto a la actividad litica de la RNasa
3/ECP y la RNasa 7 sobre las bacterias, al liberarse la RNasa I bacteriana. Dicha
RNasa se detecta en el zimograma como banda de actividad a un peso molecular
de 30000 Da. Con este enfoque metodologico, consolidamos los resultados de

las demas técnicas para evaluar la actividad bactericida de las RNasas.
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Previamente a la presentacion de resultados que conciernen a los efectos
de las RNasas sobre bacterias, haremos referencia a la banda de actividad RNasa
que aparece en el zimograma de extractos de cultivos de E. coli con un peso
molecular de alrededor de 30000 Da. Esta banda, como hemos comentado,
coincide en masa molecular con la RNasa I intracelular de E. coli, pero también
es muy similar al peso molecular de los dimeros de RNasa 3/ECP o RNasa 7 que
eventualmente pueden formarse, pudiendo enmascarar los resultados. Para ello
realizamos un experimento preliminar donde unicamente se da una liberacion de
dicha RNasa I por lisis bacteriana, en ausencia de RNasa 3/ECP o RNasa 7, de
forma que se pueda identificar la banda de RNasa I de E. coli inequivocamente.
Con este fin se probaron dos métodos de lisis: la sonicacion y el método
comercial BugBuster®, que se contiene un agente detergente. Se escogid
finalmente el método mediante adicion de detergente lo cual permite unas
condiciones de ruptura suave de las células. Probablemente dicho detergente esté
ejerciendo un efecto de disgregacion de las posibles agregaciones proteicas que
pueden activarse a partir del proceso de lisis. El resultado final ha sido una

identificacion inequivoca de la RNasa I que se puede observar en la figura 84.

BugBuster____
Ctrl- 200yl 600 pl Lisoz RNasa7(inc) RNasa 7
A B C D E F G H I

Figura 84. Zimograma en SDS-15% PAGE preparado con dcido poliuridilico a 0.12
mg/ml, de sobrenadantes de lisis de E. coli con diferentes agentes: A Ctrl- B: Tampon
BugBuster de Novagen durante 30° con un volumen de 200 ul sobre 200 ul de cultivo C:
idem con un volumen de 600 ul D. incubacion con 1 mg/ml de Lisozima (aprox 90 uM)
E: incubacion de RNasa 7(“inc” de incubada) a 4 uM, F: RNasa 7 (aprox 5 ng).G:
sonicacion durante un minuto de un cultivo de E. coli en idénticas condiciones que en
A-F. H: sonicacion durante 5 min. I: sonicacion con RNasa 3 ECP incubada a 4 uM.
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Se utilizé asimismo el lisozima como mecanismo adicional capaz también de
provocar la liberacion de una actividad ribonucleasa I al exterior de la célula
como consecuencia de la lisis. El lisozima facilita la lisis celular y se observa

también la aparicion de una banda a 30000 Da.

Utilizando el zimograma se comparan los efectos por adicion en el

cultivo bacteriano de las ribonucleasas 3 y 7 (Fig. 85).

RNase 7 (2h)  RNase 3/ECP (2h)  Control- (2h)

Figura 85. Zimograma en SDS- 15% PAGE con dcido poliuridilico a 0.12 mg/ml, de
diferentes sobrenadantes tras incubacion de E. coli a tiempos largos (2 horas) con
RNasas y controles.

Se vuelve a observar, esta vez a tiempos largos, una actividad litica de las
RNasas 3/ECP y RNasa 7, como se puede deducir de la apariciéon de la banda a
la altura de la RNasa I.

Asimismo, se compard la actividad bactericida de ambas RNasas por
determinacion de la liberacion creciente de RNasa I (como resultado de la lisis
bacteriana) a distintos periodos de incubacion (Fig. 86). Con esta misma técnica,
se realizd otro experimento que permitiese evaluar en detalle actividad en
funcién del tiempo (Fig. 87). De esta manera se pudo observar que a tiempos

cortos existe una leve liberacion de la RNasa 1.
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_ RNase7___ _ Rnase3/ECP __  ctrl- RNase A
60’ 30’ 60 30’ 0

Figura 86. Zimograma en SDS- 15% PAGE con 0.12 mg/ml de dacido poliuridilico, de
sobrenadantes de E.coli BL21 tras incubacion con RNasas sobre cultivos de E. coli y
los respectivos controles. Los carriles con incubacion de RNasa 7 a tiempos 60 y 30
min, se comparan con los de incubacion a los mismos tiempos para ECP, ambas
proteinas a 4 uM. Se acomparian carriles a tiempo 0, y un carril a tiempo final de
control negativo. El carril RNasa A se cargo con aproximadamente 50 ng de dicha
proteina como control positivo.

Los resultados de la actividad de lisis celular de la RNasa 7 (por tanto liberacion
de RNasa I bacteriana) son ligeramente superiores que los de la RNasa 3/ECP, en
paralelo con los resultados previos de viabilidad por cuantificacion de ATP
intracelular (mostrados en la seccién anterior). Por otra parte, Torrent y
colaboradores (2009a, 2010) describen unos efectos en las membranas modelo y en
las bacterias, mas tempranos para la RNasa 7 que la RNasa3 lo cual puede tener

cierto paralelismo con nuestras observaciones.

RNase 7 incub
3h30° 2h 1h 45 RNase7 (prep)

Figura 87. Zimograma en SDS- 15% PAGE con 0.12 mg/ml de poli U como sustrato, de las
incubaciones de RNasa 7 sobre cultivos de E. coli (RNasa7 inc): A: 3h 30° B: 2h C: 1h D:
45° E: control negativo G: RNasa 7 “prep” de proteina purificada (2 ng aprox.). La RNasa
se incubo a 4 uM en cultivos con ODgypnm de 0.7 en volumenes de 400 ul. Dichas muestras
se centrifugan y el sobrenadante contendria las proteinas resultantes de la lisis de las
bacterias. Se cargan 6 ul de dicho sobrenadante en cada carril.
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En el zimograma mostrado (Fig. 87) se ha podido apreciar la dependencia de la
intensidad de la banda de RNasa 7 con respecto al tiempo de incubacién. Por
otra parte, se constata cierta dificultad en reproducir exactamente la misma

intensidad de bandas con actividad RNasa.

5.3.1.3.1 Estudio comparativo entre la RNasa 3/ECP nativa y la variante RNasa 3/ECP-
HI28N.

Mediante la técnica del zimograma se analizaron cultivos bacterianos

incubados con la RNasa 3/ECP y el mutante RNasa 3/ECP-H128N (Fig. 88).

__ECPu ECP 4128v _Ctrl +
60’ 30 60’ [0} (%] RNasaA

Figura 88. Zimograma con gel de SDS-15%PAGE y con dcido poliuridilico a 0.12
mg/ml, de diferentes sobrenadantes tras incubacion de E. coli BL21 con RNasas y
controles. Los carriles con incubacion a tiempos 60 y 30 min, se comparan con los de
incubacion a los mismos tiempos para ECPwt y RNasa 3/ECP-HI2SN a 4uM. Se
acompanian los carriles a tiempo 0 de cada proteina, junto con un carril a tiempo final
para el control negativo. El carril de RNasa A se cargd con aproximadamente 50 ng
como control positivo de la técnica y marcador de peso molecular. @ corresponde a un
carril sin cultivo celular.

Esta imagen de zimograma nos revela dos hechos de importancia, el primero, que la
actividad del mutante HI128N de la RNasa 3/ECP mutante sigue siendo detectable
mediante la técnica del zimograma tal como se demuestra en la banda de actividad
RNasa que se encuentra al mismo nivel en el gel que la de la RNasa 3/ECP wt aunque la

banda de actividad indica que la actividad residual del mutante no superaria al 25% de
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la actividad de la proteina nativa. Tal como se estima por densitometria, esto se
correlacionaria con el 24.5% de reduccion de la capacidad antibacteriana que se muestra
en la tabla 14. Por otra parte, se observa una reduccion significativa de la actividad litica
sobre los cultivos bacterianos medida en el zimograma que no dependeria de los
residuos cationicos o de superficie que no han sido substituidos en el mutante
ECPHI28N. Se muestra por tanto una menor afectacion al estado general de las
membranas de las bacterias al no liberar significativamente su actividad RNasa
endogena. Esto podria hacer suponer que la actividad RNasa pudiera contribuir en la
lisis de las bacterias, tal como se mencion6 previamente. Por otra parte, como se detalla
en los posteriores experimentos de degradacion del RNA, se comprobé como la
actividad RNasa del mutante quedaba muy aminorada, en mediciones a tiempos cortos,

inferiores a 30 min.

5.3.2 Analisis de la actividad bactericida mediante la expresion de la RNasa 3/ECP a

nivel enddgeno en E.coli Rosetta Gami

El protocolo de expresion a nivel enddgeno de la forma nativa de la
RNasa 3/ECP en la cepa E.coli Rosetta Gami nos ha proporcionado un sistema
de cribado répido para la comparacion de distintas variantes de la proteina.
También es interesante el hecho de que a partir de la expresion endogena, la
proteina puede acabar liberandose al exterior de la célula y permitir el analisis de
la exposicion exdgena de las RNasas de interés sobre las bacterias.

Se detalla a continuacion la estrategia y los resultados de dicha expresion
a nivel enddgeno. De nuevo la expresion se basa en la utilizacion del plasmido
pETl1l1c. Es importante mencionar que el sistema de expresion esta optimizado
para evitar una sobreexpresion de nuestra proteina, que podria conllevar un
proceso de formacion de cuerpos de inclusion. Para este fin se ha llevado a cabo
una seleccion de las cepas de E.coli disponibles comercialmente que permitieran
expresar de forma soluble la proteina nativa recombinante y tuvieran un sistema
de expresion finamente regulado por concentracion de IPTG. La eleccion recayd
sobre la cepa Rosetta Gami, proveniente de la modificacion de la E. coli BL21
(DE3). Se trata de una cepa que es capaz de reconocer codones del codigo
genético de mamifero (de ahi el pseudénimo comercial de Rosetta) y posee una

modificacion génica consistente en la mutacion en los genes #7xB y gor. Dichas
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modificaciones provocan la supresion de la actividad de la tiorredoxina
reductasa y la glutation reductasa respectivamente, permitiendo la formacion y
conservacion de los puentes disulfuro que se dan en proteinas de eucariotas y en
consecuencia facilitan el correcto plegamiento de las proteinas de este sistema de

expresion.

Algunos de los mutantes estudiados en esta tesis habian sido obtenidos y
caracterizados previamente (Carreras et al, 2003). Dichos mutantes se refieren a
la aportacion principal de los aminoacidos cationicos de superficie y a los
aromaticos potencialmente implicados en la actividad antibacteriana: Trp35,
Arg36, Phe76, ArglO1, Argl04, Argl2l. Asimismo se testaron los mutantes
para los residuos del centro activo Hisl5 y His128: ECP-HI28N y el doble
mutante ECP-HISNH128N, que suprime totalmente la actividad RNasa residual
que se ha descrito en el mutante simple. Por otra parte se probé un mutante del
cual no se tenia ninguna informacion experimental hasta el momento, se trata de
ECP-D130N, que tedricamente podria afectar a la estructura e indirectamente a
la actividad de la proteina por la supresion de la formacion de un puente de
hidrogeno H64-D130 en la proteina nativa. La sustitucion D130N puede alterar
la estabilidad del centro activo por modificacion del pKa de la His64, y por otra
parte se piensa que este enlace pueda estabilizar la estructura general de la
proteina. También se hicieron algunos pruebas con un mutante de superficie, que
sumaria su efecto al caracter catidnico de la RNasa 3/ECP, se trata de la variante

ECP-R77A.

5.3.2.1 Seleccion de los clones.

Se transformo la cepa bacteriana Rosetta Gami de E. coli con el plasmido
pET11c-RNasa 3/ECPwt o las distintas variantes de la RNasa 3/ECP.
Inicialmente, se analiz6 la transformacion positiva del plasmido conteniendo el
gen de ECPwt en la cepa de E. coli Rosetta Gami. La confirmacion se realizd
por digestion del plasmido extraido de Rosetta Gami© con digestiones en las
dianas del MCS que precisamente permitian la insercion del gen (ver mapa del

MCS en apéndice) y dichas dianas fueron las especificas para los enzimas Ndel
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y EcoRV. El resultado esperado seria un fragmento de 660 pb’s y precisamente

se demuestra la aparicion de una banda de ese peso molecular (Fig. 89).

M A B C

600 pb’s

792 pb’s

Figura 89. Gel al 1.5% de agarosa para deteccion de DNA. Se observa un
fragmento de 600 pb’s en el caso de la digestion Ndel + ECoRV a partir de
pETI11c-ECPwt. Carril A: control negativo B: carril B clon sin éxito en la
digestion C: clon con digestion exitosa del fragmento que lleva ECPwt. Se
observa dicho fragmento a la altura indicada segun el marcador de peso
molecular de la izquierda.

5.3.2.2 Western Blot para la deteccion de la proteina.

Para confirmar la expresion de la proteina en el sistema E.coli Rosetta
Gami pET11c/ECPwt se procede a realizar la técnica de Western Blot (Fig. 90).
Se propone utilizar un rango de concentraciones de IPTG para evaluar la
induccion de la expresion de proteina y de esta manera trabajar con la
concentracion optima. El proceso requirié su optimizacion, dado que no se habia
realizado el reconocimiento de los anticuerpos (anticuerpo EG2 que reconoce la

ECP, ver Apéndice) en extractos bacterianos previamente.
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M Ctrl-  RG(0) RG(0.4) RG(0.1) RG(0.2) BL21

32300 Da

12400 Da

7000 Da

Figura 90. Western Blot de extractos de bacteria E. coli Rosetta Gami, carga
de 5 ng de proteina para cada carril tras lisis descrita en Materiales y Métodos.
RG es Rosetta Gami y entre paréntesis aparece la concentracion de IPTG a la
cual se ha inducido. BL21 representa la cepa BL21 de E.coli. A la izquierda se
indica el marcador Mr, donde se han marcado las bandas tenidas en la
membrana de PVDF.

A pesar de la baja especificidad del anticuerpo se puede observar la aparicion de
una banda de bajo peso molecular coincidente con la RNasa 3/ECP wt que
aparece solo en el caso de la correspondiente induccion por IPTG, mostrando
asimismo una clara relacion induccién/expresion. También se puede establecer
que la concentracion 6ptima de IPTG para inducir la expresion de RNasa 3/ECP
wt es de 0.4 mM (Fig. 90), tras haber realizado una serie de pruebas previas
hasta ImM de IPTG. Hay que recalcar que la sefial del anticuerpo tiene muy baja
especificidad, aunque responda bien a los aumentos de induccion. Esto es asi
porque el anticuerpo primario EG2 es de baja sensibilidad, y es necesario utilizar
altas concentraciones de anticuerpo primario para una deteccion tangible, este
aumento de la concentracion incrementa la sefial de “ruido de fondo” en otras

bandas.

5.3.2.3 Zimograma para la confirmacion de la actividad ribonucleasa.

A pesar de haber identificado positivamente la proteina, cabria la
posibilidad de que su plegamiento no fuese correcto y pudiese verse afectada su
actividad ribonucleasa. Para descartar esta posibilidad y deducir asi que los
efectos observados dependen de la expresion de RNasa 3/ECP o sus variantes, se

procedio a realizar un test de actividad por gel o zimograma (Fig. 91). Tomando
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como referencia el tiempo de induccion de 2 horas, segun las indicaciones de
Promega para la cepa de E.coli se llevan a cabo extracciones tal y como se
relaciona en la seccion de Materiales y métodos para ejecutar el ensayo de
zimograma. Por otra parte, la lisis de las bacterias a causa de las expresiones
crecientes de la RNasa 3/ECP inducidas por IPTG, provoca la liberacion de la
RNasa I de E. coli intracelular. Dicha ribonucleasa liberada se detecta como una

banda intensa a unos aprox. 30000 Da y aparece por encima de la RNasa 3/ECP.

0 04 0.8 0.4 0.8 RNase3/ECP

RNase 3/ECP

—

Figura 91. Zimograma de sobrenadantes de cultivos de E.coli Rosetta Gami
(RG), transformantes para pETI11c-ECPwt y de E.coli BL21(BL) con la misma
transformacion, inducidas para la expresion de RNasa 3/ECP con diferentes
concentraciones mM de IPTG (abajo). El carril de sedimento RG se trata de
una prueba positiva del sedimento de bacterias lisado, donde se confirma la
presencia de RNasa I de E. coli. La electroforesis SDS-15%PAGE contenia
0.12 mg/ml de poli(U) y la deteccion se llevo a cabo tras incubacion overnight
del gel en solucion Tris/HCI 100 mM, pH 7.5.

5.3.2.4 Efectos de las proteinas a nivel endégeno

Una vez asegurada la presencia y la actividad de la RNasa 3/ECP en E.coli
Rosetta Gami, se procede a comprobar el efecto sobre la densidad optica a
ODgoonm cOmMo primera aproximacion a la caracterizacion de la viabilidad de la
bacteria ante la expresion de la proteina. Se cuantificara también el ATP

intracelular como evaluacion de la viabilidad celular bacteriana.
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5.3.2.4.1 Densidad de crecimiento del cultivo bacteriano

Se espera que la RNasa 3/ECP expresada reduzca los valores de ODgoonms
como resultado de la actividad bactericida. Se registr6é la ODggonm a lo largo del
tiempo con respecto a la bacteria sin expresion (sin plasmido para la expresion
de RNasa 3/ECP). La figura 92 asi lo muestra, destacando que se produce mayor
efecto con mayor induccion por aumento de la concentracion de IPTG. En este
caso de expresion enddgena en la cepa Rosetta Gami el efecto de la proteina
seria practicamente directo dado que lo esta ejerciendo desde el primer momento
desde el interior de la célula. Otro efecto de interés cualitativo en este tipo de
expresion, util para realizar los tests de cribado con mutantes, es el efecto de la
ribonucleasa liberada por la célula que lo produce. Asumimos que por secrecion
de la RNasa 3/ECP y sus variantes al medio extracelular, podemos tener un
efecto a nivel externo en la poblacion de bacterias que sera similar a un efecto en

condiciones fisiologicas pero diferentes de un efecto inicamente enddgeno.

Abs 600 nm

o E. coli (RG) + pET11c ctrll

N __ o E.coli (RG)-pET11c ECP
(0.4mM IPTG)

2= o E.coli(RG)-pET11c ECP
_(ImMIPTG)

0 T T T T T TT] T T T T T TTT]
100 1000

Time (min)

Figura 92. Representacion grafica de ODgpy,m en funcion del tiempo de la cepa Rosetta
Gami (RG) de E. coli., transformada con el plismido pETI1c-ECPwt a partir del
momento de induccion. Entre paréntesis la concentracion en milimolar de IPTG a la
que ha sido inducida. La barra de error representa la desviacion standard con 3
experimentos independientes.
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5.3.2.4.2 Viabilidad celular bacteriana por cuantificacion de ATP

Por los ensayos comparativos previamente realizados entre
métodos se ha optado por evaluar la viabilidad celular bacteriana por una

medida asociada a la viabilidad metabolica, que es el contenido de ATP

(Fig. 93).
140
a —0O— RG + pET11c (ctrl)
120 — RG+pET11c-
] —®— ECPwt

Py + 04 mM IPTG
100 —

80 —

60 —

Viability (% over ctrl)

40 -

L L L R L L L
0 200 400 600 800 1000 1200

Time (min)

Figura 93. Viabilidad celular por deteccion de niveles de ATP de la cepa
Rosetta Gami (expresada con las abreviaturas RG) tras expresion inducida por
IPTG 0.4 mM a diferentes tiempos. Se compara la cepa con el plasmido vacio y
con el plasmido conteniendo RNasa 3/ECP wt. Los puntos son las medias de
dos experimentos, asi como las barras de error son sus desviaciones tipicas.

Los efectos son claramente paralelos a lo observado en densidad de crecimiento
bacteriano. Por otra parte se demuestra que la viabilidad no se ve afectada por la
transformacion de la cepa con el plasmido vector sin el gen para la RNasa
3/ECP.

5.3.3 Cribado de mutantes de RNasa 3/ECP vy variantes de la RNasa 7 a nivel de

expresion endogena en la cepa Rosetta Gami de E. coli

5.3.3.1 Expresion y actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP y sus mutantes

en la cepa Rosetta Gami de E. coli.

El método de induccion de la expresion de la RNasa 3/ECP a bajo nivel, nos
permite cribar los efectos diferenciales de los mutantes de RNasa 3/ECP. Se
procede por lo tanto a estudiar los efectos de varios mutantes de RNasa 3/ECP

generados previamente mediante mutagénesis dirigida (Carreras et al, 2003)
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cfu's % over control

juntamente con otros mutantes posteriores generados por E. Carreras y S.
Navarro en nuestro laboratorio (resultados no publicados). El método permitira
una comparacion cualitativa rapida de la actividad de las distintas variantes. En
este apartado de Resultados se ofrecen las graficas que compilan una serie de
experimentos (Figs. 94 a 96), en comparacion con los respectivos datos de
control interno sin inserto: con controles de E. coli Rosetta Gami transformados
con pETllc sin inserto: 2.01x10° cfu’s (dilucion 10°. En la misma
representacion aparecen los mutantes de centro activo ademés de los que han
sido referidos en el trabajo Carreras y colaboradores (2003). También se muestra
el mutante H128N, que afecta a una de las histidinas del centro catalitico pero
que no consigue una pérdida total de la actividad RNasa, y el doble mutante
HI28NHI5N que si conlleva una ablacion total de la actividad RNasa. Hemos
creido conveniente representarlos en conjunto para comparar la contribucion de
estos ultimos con respecto a los que modifican la superficie de la célula,
sugiriendo asi que la contribucidon que pudiera tener la actividad ribonucleasa en

el total de la accion bactericida de la RNasa 3/ECP no es despreciable.

E. coli (RG) + ECPR36A
E. coli (RG) + ECPR66A

E coli (RG) + ECPR77A

E. coli (RG) + ECPwt

E. coli (RG) + ECPH128NH15N

E coli (RG) + ECPH128N

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (hours)

Figura 94. Recuentos de cfu’s de diferentes mutantes de RNasa 3/ECP a lo largo del
tiempo, corregidos con respecto al control de cada grupo de experimentos. Los puntos
son medias de dos experimentos y las barras de error son sus respectivas desviaciones

tipicas. La incubacion tanto de los cultivos liquidos como de las placas sembradas se
hizo a 37°C.
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Se hicieron experimentos de evaluacion de la viabilidad por
determinacion del ATP (BacTiter Glo) a diferentes tiempos tras la induccion por
IPTG de la cepa Rosetta Gami transformada con el plasmido pETllc
correspondiente a las distintas variantes. Los resultados se han agrupado por
tipos de mutantes (Figs. 94-97). Se muestran los resultados para los mutantes de
la diada de los residuos 35 y 36 en comparacion con la proteina nativa y otros
mutantes estudiados: accion de un residuo aromadtico de superficie (F76A),
residuo del centro activo (HI128N) y de superficie en la region N-terminal
(W35AR36A) de tipo cationico. Se analiza también el mutante DI130N, que
presenta una reduccion importante de la actividad antibacteriana, junto con una
comparativa con un mutante de efecto conocido sobre el caracter catidonico de la

proteina (R77A).

Rosetta Gami +

100 ECPw t
\ {E. coli (RG)
ECP R36A

E. coli (RG)
ECPW35A

80

E. coli (RG)
ECPR36A

60

40

Viahilitv (% over control)

20 T T T T T T T T 1 T T T T 7

Q Q Q Q N N N )

S S R NS NN S
Time (min)

Figura 95. Viabilidad con los mutantes de RNasa 3/ECP W35A4, R36A4 y
W35AR36A expresados en E.coli Rosetta Gami © (RG). Experimento realizado a 37°C
y con induccion de IPTG de 0.4 mM a partir de t=0, cuando el cultivo llega a 0.6-0.8 de
OD 499 ym.. Evaluado mediante deteccion de ATP (método BacTiter Glo) y corregido
respecto al control (Rosetta Gami con plasmido vacio).
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Figura 96. Viabilidad de diferentes mutantes de RNasa 3/ECP: F76A4, W35R36A y
HI128N comparados con RNasa 3/ECP expresados en E.coli Rosetta Gami © (RG) .
Experimento realizado a 37°C y con induccion de IPTG de 0.4 mM a partir de t=0,
cuando el cultivo llega a 0.6-0.8 de OD gy ym. Evaluado mediante deteccion de ATP

(método BacTiter Glo) y corregido respecto al control (Rosetta Gami con pldsmido
vacio).

Rosetta Gami +
C ECPw t
100
Rosetta Gami +
- o ECPD130N
Rosetta Gami +
80 — = ECPR77A
€
S -]
[}
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40 —
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Figura 97. Viabilidad con los mutantes de RNasa 3/ECP R774 y D130N expresados en
E.coli Rosetta Gami © comparado con la misma cepa expresando ECPwt. Experimento
realizado con induccion de IPTG de 0.4 mM a partir de t=0, cuando el cultivo llega a

0.6-0.8 de OD sy np. Evaluado mediante deteccion de ATP (método BacTiter Glo) y
corregido respecto al control (Rosetta Gami con plasmido vacio).

En la figura 95 se puede apreciar como el mutante combinado
W35AR36A es el que presenta una diferencia respecto a RNasa 3/ECP nativa,
mas importante en la actividad antibacteriana, méas que cualquiera de las dos
mutaciones por separado, mutantes W35A y R36A, e incluso que su efecto

sumado. Por lo tanto, estos residuos podrian tener una cooperacion sinérgica en
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la actividad bactericida de la RNasa 3/ECP dado que pierden en mayor medida
esta propiedad, cuando estan mutados a la vez. En la serie de comparacion de la
figura 96, el mutante F76A es el mutante para residuos de superficie que mayor
impacto tiene, dado que su actividad bactericida es la que mas se aparta de
RNasa 3/ECP nativa. Los resultados refrendan los obtenidos por Carreras y
colaboradores (2003) volviendo a asignar la contribucién importante de una
serie de aminoacidos de superficie. Por ultimo, comentar que los resultados con
el DI30N son notables en cuanto a su capacidad de aminorar la actividad
antibacteriana respecto a ECPwt. Esto puede sostener un hecho experimental
preliminar para posterior investigacion sobre si es mds importante su
implicacion sobre la estructura, sobre el centro activo o sobre si afecta a otra

caracteristica de la RNasa 3/ECP.

Como el sistema de expresion aseguraba tedricamente una ausencia de
expresion basal constitutiva, y asi lo comprobamos con el crecimiento previo a
la induccion, la viabilidad del cultivo desde el momento de la induccién con
IPTG nos permite realizar un estudio comparativo. En conclusion, este método
ha sido 1til como cribado rapido de diferentes mutantes de RNasa 3/ECP dado
que permite una expresion reducida e inducible. Se asume que los niveles de
expresion pueden haber sido similares a los que se hayan detectado para RNasa
3/ECP nativa, dadas las caracteristicas de la cepa Rosetta Gami en cuanto a la
expresion de proteinas recombinantes (ver Apéndice). En cualquier caso, el
estudio cualitativo debe confirmarse mediante expresion y purificacion de la

proteina a mayor escala.

5.3.3.2 Expresion y actividad antibacteriana de la RNasa 7 y sus variantes en la

cepa Rosetta Gami de E.coli

Dada la utilidad en el cribado de actividades antibacterianas de la cepa
Rosetta Gami, se aplico a la expresion de RNasa 7 en sus dos variantes y las dos
mutaciones intermedias entre la variante A75H93 y la P75Y93, es decir el
mutante A75P con respecto a la variante “Rosenberg” y el mutante H93Y con
respecto a esa misma variante de partida. Los resultados que se muestran a

continuacion en la figura 98 muestran diferencias muy leves entre las diferentes
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variantes, aunque parece que la A75H93 (variedad “Rosenberg”) pueda ser

ligeramente mas activa.

E. coli (RG) +
—o— RNase7
(P75H93)

100

E. coli (RG) +
—e— RNase7
(A75Y93)

80

60 E. coli (RG) +
—#— RNase7

(P75Y93)

% viability over Ctrl

40 E coli (RG) +

—a&— RNase7
(A75H93)

L LI LI L L L L L L
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Time (min)

Figura 98. Grdfica de la viabilidad por cuantificacion de niveles de ATP intracelular
(BacTiter Glo) tras la expresion en Rosetta Gami de la RNasa 7 en sus dos variedades y
en los intermedios de mutagénesis dirigida. La induccion se hizo con 0.4 mM de IPTG.
El tiempo 0 es el momento de la induccion.

5.3.4 Estudios de la degradacion del RNA por las Ribonucleasas.

Como ya se ha comentado en la introduccion, existen razones para
considerar una posible contribucion de la actividad catalitica de la RNasa 3/ECP

en la actividad antibacteriana:

a) El hecho de que la actividad ribonucleasa en otras proteinas
homoélogas si que se encuentra conservada y directamente

relacionada con su accién citotdxica ( por ejemplo, en el caso

de la RNasa 2).

b) La propia conservacion evolutiva de la arquitectura del centro

catalitico en la RNasa 3/ECP.
c) La necesidad de confirmar los resultados de las publicaciones

previas que descartan la contribucion de la funcién RNasa

(Huang et al 2007, Rosenberg et al 1995) en la actividad
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antibacteriana (tanto de la RNasa 3/ECP como la 7) que

probablemente necesiten un estudio mas profundo.

En este apartado se relacionaran los experimentos realizados para la
deteccion, cuantificacion y andlisis del RNA en funcion de las diferentes
exposiciones a las proteinas expresadas en este trabajo. Estas proteinas
comprenderian la RNasa 3/ECP, su mutante para el centro activo RNasa 3/ECP-
HI28N, y la RNasa 7 en las dos variantes que pretendemos caracterizar (la
descrita en queratinocitos, variedad P75Y93 (Harder et al, 2002) y la descrita
proveniente de rifion, variedad A75H93 (Zhang et al, 2003). También y a modo
de control se expondrian los cultivos bacterianos a la Lisozima (como control
negativo de la actividad RNasa y control positivo de la actividad bactericida).
Los experimentos se realizarian en cuatro modalidades diferenciadas: incubacion
de los cultivos bacterianos con las RNasas (actividad exdgena), expresion
endodgena a bajos niveles (mediante induccion por IPTG en la cepa de E. coli
Rosetta Gami), incubacion con RNasas in vitro (de RNA previamente extraido o
comercial) y ademads, experimentos in vitro en presencia del inhibidor de

placenta humana de RNasa.

5.3.4.1 Consideraciones metodologicas:

Se estudi6 el patrén de degradacion de RNA celular bacteriano
por las RNasas 3 y 7 y sus variantes, mediante electroforesis microfluidica como
ya se comento en Materiales y Métodos. En este tipo de analisis hay que tener en
cuenta que es necesario identificar los distintos tipos de RNA y cuantificar el
grado de degradacion del RNA. Como ya se ha comentado en Materiales y
M¢étodos, el método de separacion y deteccion depende principalmente del
tamano. Sin embargo, las estructuras secundarias del RNA provocan también
cambios en la movilidad dando un tamafio aparente distorsionado, por lo que es
necesario un control interno del proceso de extraccion de RNA y de la calidad
del RNA purificado.

En primer lugar, se observo que la degradacion del RNA monocatenario
correspondiente al mRNA rinde una serie de productos que presentan sefial en

la misma zona, coincidiendo también con otros RNA’s de pequefio tamafio, por
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lo que no es el componente mas idoneo para evaluar la degradacion total.
Pudieron identificarse en cambio univocamente las fracciones correspondientes
a tRNA y rRNA.

La determinacion de la relacion de calidad del rRNA 23S/16S (para RNA
procariota) nos proporciond un control positivo para cada experimento,
facilitando la comparacion entre distintas muestras. En la metodologia (seccion
4.1) se detalla el papel de la relacion rRNA 23S/16S como control del proceso
de extraccion del RNA celular. Hay que afadir que en funcion del tratamiento
del RNA con RNasas, esta relacion también presenta variaciones por lo cual
debe ser evaluada en el experimento.

Las extracciones de RNA se hicieron partiendo de un cultivo crecido
hasta una ODgponm de 0.8, valor que se llegd a optimizar tras una puesta a punto
con crecimientos en fase exponencial. Por ese motivo, el material de partida
puede asumirse como idéntico para todas las extracciones, salvando la diferencia
entre especies bacterianas ya considerada. Previamente se pretende establecer el
analisis en una situacion normal o sin tratamiento alguno, en las que l6gicamente
la calidad y concentracion del RNA analizado debieran ser las dptimas. De esta
manera, probamos el método de extraccion y el sistema de andlisis,

estableciendo nuestro maximo de referencia.

Las primeras extracciones de RNA se realizaron utilizando directamente
el kit RNeasy de Qiagen, sin ningin paso afiadido. Este sistema, como se ha
comentado en Materiales y Métodos, permite una extracciéon de mayor cantidad
de RNA, pero se ha podido constatar que persiste cierta contaminacion proteica.
Por ello se optd por el método Qiazol basado en extraccion fenol-cloroformo.
Las extracciones en condiciones basales (sin tratamiento) mediante el reactivo
Qiazol de Qiagen, se muestran en las tablas 15 y 16. Estos resultados se
obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento y condiciones que lo indicado por
los fabricantes, por lo que podemos comparar los valores 6ptimos esperados que
se indican en los prospectos con nuestros propios resultados, obteniendo asi una
medida de eficiencia. Por otro lado, la técnica basada en la extraccion clasica de
acidos nucleicos por el método del fenol-cloroformo (Sambrook et al., 2001)
permite una extraccion en la que las proteinas han sido desnaturalizadas

irreversiblemente y por lo tanto desde el momento en que se ha comenzado la
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obtencién del RNA no cabe esperar ninguna actividad RNasa que no pueda
evitarse trabajando en condiciones RNase free. En las tablas 15 y 16, ya
comentadas, se puede observar ademds una comparativa de eficiencias en la

extraccion de RNA para establecer la diferencia entre los dos métodos.

Qiazol RNeasy

Abs 260 ng/ul 260/280 Mg Abs 260 ng/ul 260/280 Mg
0.54 130 1.78 13 1.34 670 1.67 20.8
Rendimiento respecto max esperado* | 43% Rendimiento respecto max esperado | 83%

Tabla 15 Medias comparativas entre las extracciones Qiazol y RNeasy para E. coli BL21. La
extraccion se realizo de manera estandarizada en 500 ul de cultivo con una ODgypnm de 0.8.
*El mdximo tedrico de RNA extraido es de 30 ug, segun prospecto del fabricante.

Qiazol RNeasy

Abs 260 ng/ul 260/280 Mg Abs 260 ng/ul 260/280 Mg
0.25 100 1.66 4 0.54 280 1.32 11.2
Rendimiento respecto max esperado | 13.3% Rendimiento respecto max esperado | 37.3%

Tabla 16 Medias comparativas entre las extracciones Qiazol y RNeasy para S.aureus. La
extraccion se realizo de manera estandarizada en 500 ul de cultivo que llega a una ODsypum
de 0.8. *El maximo extraido seria también 30 ug. segun prospecto del fabricante.

A pesar de los datos previos y los métodos aceptados, hemos querido
evaluar los diferentes parametros del andlisis del RNA por electroforesis
microfluidica, a fin y efecto de seleccionar el protocolo 6ptimo. Por ello en las
cinéticas de degradacion se compararon varios parametros para las dos RNasas
estudiadas como se puede apreciar en la figura 99. El parametro escogido fue el
pico de senal fluorescente correspondiente a la cantidad de rRNA 23S. Este fue
escogido por representar el rRNA mas protegido y por lo tanto mas indemne a
procesos de extraccion y de los cuales se tiene una relacion fija, por la relacion
equimolar de 2 que hay con el 16S, que da una idea de la calidad de un RNA
intacto. En dicho experimento se incubaron cultivos de E. coli BL21 a ODgponm a
0.8 (en fase logaritmica final se rinde mejor y mayor cantidad de RNA) con las
ribonucleasas a la concentraciéon de 4 uM, luego en el mismo proceso de

extraccion basado en el método de fenol-cloroformo la reacciéon quedaba
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detenida. Los picos de 23S parecen denotar una diferencia entre actividades

ribonucleasa bastante sensibles, por lo que seria el parametro de eleccion.

—O—E. coli ctrl (16S)
10

—@—E. coli ctrl (23S)

E. coli + ECP
(16S)

-

ol vl el vl 1

E. coli + ECP
(23S)
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Figura 99. Grdfica de las cinéticas de area de dos diferentes picos en la determinacion del RNA
en funcion de su degradacion. Picos obtenidos por analisis de electroforesis microfluidica.

Como se extrae de los resultados de la grafica 99, el parametro mas sensible a la
incubacion de RNasas (RNasa 3/ECP como modelo), y por tanto a la
degradacion del RNA, es la cuantificacion de la banda de rRNA 23S. La ratio
con el rRNA 16S queda distorsionada respecto al valor tedrico de 2 en la
degradacion dependiente de RNasas como es inherente de un RNA degradado
enzimaticamente y en si no puede constituir un pardmetro de cantidad. Es
posible que exista cierta afinidad diferencial por una subunidad u otra del rRNA
y que eso esté dando sensibilidad a la deteccion de la degradacion tal como se
nos ha presentado experimentalmente. Por todos estos motivos se toma como
valor representativo de la degradacion general y cuantitativa del RNA, el

descenso de la senal correspondiente al rRNA 23S.

Como se coment6 anteriormente, la opcion de analizar la fraccion de mRNA fue
estudiada. Sin embargo, pudimos comprobar que era dificil de cuantificar con la
técnica electroforética empleada. Hay que apuntar que tampoco se realizaba una
extraccion exclusiva del mRNA sino del RNA en general. En cuanto a la
deteccion y cuantificacion del tRNA, el gel virtual no puede tampoco aportar
informacion detallada sobre las degradaciones por las RNasas estudiadas,

aunque si permite un andlisis cualitativo. Mientras que los geles de
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poliacrilamida con urea son capaces de discernir el tRNA especificamente
(Saxena et al, 2002) en nuestro método la banda del tRNA queda parcialmente
solapada por areas de RNA’s degradados (Fig. 100). Debido a ello, el anélisis
para el tRNA se restringe al pico de fluorescencia que se observa a los 26 s de la
electroforesis. Dicho pico se ha comprobado y calibrado repetidas veces para ese
tiempo de elucion (distancia de movilidad electroforética) con tRNA’s

comerciales puros (Fig. 100).

M  RNAtot tRNAd tRNAs.t RNase 3/ECP 0.01uM
0 5 10 15 30 45 (min)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 100. Gel virtual de la electroforesis microfluidica para muestras de
tRNA degradado a diferentes tiempos por la RNasa 3/ECP, ademas de RNAtot
(total), tRNAd (diluido en TE Y y sin tratamiento) tRNAs.t (sin tratamiento,
como control negativo). La aparicion de bandas de peso molecular mas alto,
las podemos atribuir a la formacion de superestructuras de los digeridos de
tRNA, dado que la intensidad del pico especifico para un tRNA nativo se
encuentra disminuido.

Péptido  ECP(0-38) como control negativo de péptido antimicrobiano sin

actividad RNasa.

Se selecciond el péptido ECP(0-38), producto de la diseccion del
extremo N-terminal de la RNasa 3/ECP con actividad bactericida. Este nos
proporcioné un control negativo de la actividad RNasa, pero con actividad
antimicrobiana. Se realizd una incubacion a una concentracion de 10 uM sobre
cultivos de E. coli a una OD a 600nm de 0.6. Tedricamente el péptido no tiene

actividad degradativa sobre el RNA celular. No podemos descartar, sin embargo,
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posibles efectos secundarios de su actividad bactericida, que podria entre otros
efectos activar las propias RNasas bacterianas. La accion sobre la pared celular
bacteriana podria desencadenar algun proceso de muerte celular programada. Se
analiz6 en un periodo y a una concentracion equivalente a la que se habia
previamente valorado la actividad bactericida de las RNasas mediante registro
de la densidad de crecimiento de las bacterias. El experimento se realizd por
duplicado (Fig. 101). El resultado sugiere que no hay una disminucion

significativa.

—_O—E. coli ctrl(235/165)

100 E. coli + RNase 3 (235/16S)

——

7.8 E. coli + RNase 3 (23Sint % over ctrl)

i E. coli+0-38(RNase 3) (235/16S)
+

__A—E. coli+ 0-38 (RNase 3)
(23Sint % over ctrl)

% over control 23S peak
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Figura 101. Grdfica comparativa de los parametros de calidad y cantidad entre la
RNasa 3/ECP y el péptido 0-38 de RNasa 3/ECP. Sobre cultivo bacteriano liquido a
ODggonm de 0.7 el péptido se incubo a 10 uM, y la RNasa 3/ECP se incubo a 4 uM. Se
cuantifico tanto la calidad del RNA por ratio 23S5/16S como la cantidad (sefial del pico
del rRNA 23S corregido con respecto a su control). Los valores de cantidad de RNA se
referencian al eje Y de la izquierda como porcentaje, mientras que los de la relacion
238/16S estan a la derecha como valores absolutos. Los puntos son medias de dos
experimentos asi como las barras de error la desviacion tipica.

Mas adelante, en el apartado de la discusion se compararan estos
resultados de extraccion y andlisis del RNA con los andlisis en paralelo que se
hicieron con zimogramas y experimentos de viabilidad. Dichos experimentos se
ejecutaron con alicuotas de la misma incubacidon para la extraccion de RNA,
pero con otros fines analiticos como la viabilidad celular bacteriana por

cuantificacion de niveles de ATP.
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5.3.4.1.1 Experimentos con el inhibidor proteico de placenta humana de RNasas.

Se plante6 utilizar el inhibidor de placenta humana de RNasas (RI) como
método para inactivar la actividad RNasa de las proteinas de este estudio. Este
inhibidor es capaz de inhibir diversas ribonucleasas de la superfamilia de la
RNasa A como son las RNasas 1, 2, 3 y 5 (Kobe & Diesenhofer, 1996, Iyer et al,
2005). Recientemente se han publicado datos de la inhibicion de la actividad
RNasa de la RNasa 7 por el RI (Abtin et al, 2009). En este trabajo, los autores
muestran una apreciable inhibicion de la actividad RNasa asociada a una
disminucién de la actividad bactericida. Esto se comentara mas en profusion en
el apartado de Discusion. Nuestros experimentos con inhibidor placentario
confirmaron que podia inhibir también nuestras ribonucleasas en las condiciones
de ensayo, (Figs. 102 y 103). Estos ensayos podrian ser de utilidad para
establecer un método de inhibicién de la degradacion de RNA que permitiera
parar la reacciéon de forma rapida. Sin embargo, para conseguir alcanzar una
inhibicion total de las RNasas 3 y 7 seria necesaria una cantidad muy elevada de

inhibidor y por tanto no seria viable para nuestro ensayo.

Dado que para conseguir un buen nivel de inhibicion se requieren cantidades
elevadas de RI, y considerando la concentracion inicial de “stock™ de inhibidor,
es necesario una adicion de una cantidad considerable del tampdn en el que esta
disuelto (llegando a concentraciones finales en el experimento de 2.5 mM de
KCl y del 2.5% en el caso del glicerol). Para comprobar en qué medida nos
pueden estar afectando estas concentraciones de solutos, se realizaron una serie
de experimentos independientes de incubacion del RNA con RI. Los resultados

se muestran en una grafica de barras (Fig. 102).
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Figura 102. Grdfico de barras de la cantidad de RNA (como porcentaje de la
intensidad de 23S respecto al control interno). La RNasa 3/ECP fue incubada a una
concentracion de 0.01 uM, sobre un RNA total previamente extraido (200 ng/l). La
reaccion se dio en 15 min, el RI aniadido de 60 unidades a una dilucion total de 1/20.
Los valores son medias de tres experimentos independientes asi como las barras de
error fueron las desviaciones estandar.

Los resultados de la grafica nos estan mostrando que el inhibidor y el tampdn en
el que se encuentra disuelto pudieran tener un ligero efecto sobre la estabilidad
de RNA, que no parece exceder un 5% de la cantidad del RNA total. Sin
embargo su efecto inhibitorio en tratamientos con RNasa 3/ECP paralelos es

mucho mas potente y harian despreciables los efectos comentados.

23S peak fluorescente (AU)

0 40 80 120
RI units

Figura 103. Grdfica de la inhibicion de la RNasa 3/ECP por el RI (inhibidor de
RNasas de placenta humana). Se representa en eje Y, la fluorescencia del pico del
rRNA 23S, para cuatro concentraciones de inhibidor. La RNasa 3/ECP se incubo a
0.01 UM y el volumen final de reaccion fue de 50 yl. La concentracion de partida de RI
comercial era de 40 U/ U, el tiempo de incubacion fue de 15 min.
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Se valord el proceso de degradacion del rRNA por parte de la RNasa
3/ECP. El experimento que a continuacidon se muestra se realizdé con el rRNA
23S-168S libre de proteinas, suministrado por Roche, incubado con RNasa 3/ECP
a la concentracion que se ajusto para este tipo de experimentos (0.01 uM) (Fig.

104).
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Figura 104. Inhibicion de la degradacion del rRNA comercial por parte del RI sobre la
RNasa 3/ECP, la RNasa 3/ECP se incubo a una concentracion final de 0.01 uM de un
stock de 1 uM y el volumen final de reaccion fue de 50 ul. Las concentraciones de
inhibidor utilizadas son los valores representados en el eje de abcisas. El tiempo de
incubacion fue de 15 min.

Una de las cuestiones metodoldgicas que se nos planteaban era si el RI podia
inhibir de igual manera la RNasa 3/ECP y la RNasa 7, por lo que se probd el RI
con estas dos RNasas, a diferentes cantidades de RI (Fig. 105).
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Figura 105. Grdficas de barras, representando la inhibicion de la RNasa 7 y la RNasa
3/ECP, a dos cantidades de RI (20 y 80 unidades). Se incubo la RNasa con el RI
durante 5 min y luego se anadiéo RNA total a una concentracion de 200 ng/ul con
tiempo de incubacion de 10 min. Las RNasas se incubaron a 0.01 uM y el volumen
final de reaccion fue de 50 pl. Se representa tanto la cantidad de RNA (como %

respecto control) como la calidad del RNA por la relacion 23S/168.

Con estos resultados se observa que la RNasa 3/ECP es inhibida con

mayor facilidad por el RI que la RNasa 7 (Fig. 105 y 106) y como la actividad

remanente de la RNasa 7 es mayor que la de la RNasa 3/ECP.
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Figura 106. Grafico de inhibicion de RNasas. La reaccion se estandarizo como sigue:
0.01uM de RNasa 3/ECP o 7 digirieron 180 ng /ul (cantidad inicial para el calculo de
porcentaje digerido) en un tiempo de 15 min. El inhibidor (RI) se agrego al substrato
con una concentracion inicial de 40 U, el volumen final de reaccion fue de 50 pl.
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Los resultados muestran una inhibicién superior al 80% de la actividad
de la RNasa de la RNasa 3/ECP y de alrededor del 70% para RNasa 7. No
obstante, no pudimos alcanzar la inhibicion total debido a las limitaciones
metodoldgicas, como era el volumen necesario de adicion, previamente

comentado.

Inhibicién de actividad RNasa vy viabilidad celular bacteriana

Adicionalmente, se hizo un breve experimento con RI e incubacion de
RNasa 3/ECP evaluando la viabilidad celular bacteriana. Se pretendia valorar si
la presencia del inhibidor modificaba la actividad bactericida de la RNasa
3/ECP. En la grafica de resultados se puede observar como la presencia del
inhibidor reduce la actividad bactericida. Sin embargo, dado el tamafio del
inhibidor RI con respecto a la RNasa 3/ECP (Mr 55000 versus 15000 Da) vy,
teniendo en cuenta el complejo de unién que forman (ver Fig. 32), se podria
proponer que la simple interaccién entre ambas proteinas esté enmascarando
residuos cationicos criticos de la RNasa para su actividad antibacteriana y por lo
tanto, los efectos observados pudieran ser debidos mas a esa obstruccion que a la

inhibicién de la actividad RNasa.

En el experimento realizado se incubaron cultivos bacterianos con RNasa
3/ECP sola a 4 uM o con RNasa 3/ECP (misma concentracion) + RI, la cantidad
de RI fue la optimizada previamente por inhibicion de la RNasa (se escogieron
135 unidades que corresponderia a un porcentaje de inhibicion superior al 80%).
Los experimentos se realizaron sobre E. coli en crecimiento logaritmico

(ODgoonm de 0.8). Se muestran los resultados en la siguiente figura 107.
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Figura 107. Viabilidad por el método de deteccion de ATP intracelular, bajo
incubacion de RNasa 3/ECP y RNasa 3/ECP + Inhibidor de Ribonucleasa. Los cultivos
crecieron hasta una ODgpy,, de 0.8 y la RNasa 3/ECP se incubo a 4 uM. EIl Rl se
incubo a 135 unidades en un volumen total de 40 ul, de los cuales 5 ul x 2 fueron
recolectados para el ensayo BacTiter Glo a cada uno de los tiempos indicados en la
grdfica. Los puntos son las medias de los duplicados realizados asi como las barras de
error sus desviaciones tipicas.

Estos experimentos han mostrado que existe un comportamiento paralelo entre
la inhibicion de la actividad RNasa y la misma actividad antibacteriana de la
RNasa 3 tal como se ve en la comparativa de tres tiempos con y sin inhibidor, en
las que se evalua la viabilidad bacteriana. Dado el mecanismo de interaccion del
inhibidor con la RNasa 3/ECP se considera la posibilidad de que RI esté
secuestrando a la Ribonucleasa y envolviéndola. Por ello no podemos afirmar
que la disminucion de la actividad antibacteriana por RI dependa de la inhibicion

de la actividad RNasa.

5.3.4.2 Estudios del efecto de la adicion exdgena de la RNasa 3/ECP y la RNasa

7 sobre el RNA intracelular bacteriano

Una aproximacion experimental de interés sobre la actividad
ribonucleasa de la RNasa3/ ECP o la RNasa 7 es su efecto directo in vivo sobre
el RNA de las bacterias. En primer lugar se estudio el comportamiento de la
RNasa 3/ECP (Fig. 108). Los resultados se compararan con los valores de

viabilidad celular bacteriana por medicion de los niveles de ATP. Se valorara el
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efecto sobre el RNA celular tras una hipotética internalizacion de las RNasas
que se afiaden al medio de cultivo bacteriano. Gracias al proceso de
desestabilizacion de la membrana, las RNasas podrian acceder al contenido
intracelular. Se plantea también la posibilidad de que las RNasas se internalicen
en el citoplasma de la célula bacteriana por formacion de aperturas locales que

no induzcan la muerte celular.

5.3.4.2.1 Actividad degradativa sobre el RNA celular bacteriano de la RNasa
3/ECP

Al optimizar las condiciones de ensayo se fij6 la concentracion de trabajo
con la RNasa3/ECP a la ya estandarizada de 4 pM, de forma que se pudiese
comparar con los andlisis de viabilidad previamente realizados. Se pudo
observar que, a partir de los 45 min de incubacién con la RNasa3/ECP, se
produce una degradacion practicamente total del RNA en todos los ensayos

realizados (Figs 108 y 109).
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Figura 108. Grdfica de la degradacion de RNA celular de E . coli en funcion
del tiempo por la RNasa 3/ECP, a 4 uM finales. Las incubaciones se dieron en
cultivos en LB crecidos hasta ODgypn de 0.8, en volumenes de 125 ul y
extraccion por el método Qiazol. Los valores de intensidad del pico de 23S, se
corrigieron con respecto al control para permitir comparaciones entre
experimentos. Se incluyen dos puntos inicio y final para la ratio 23S/16S de
cultivos sin tratar para confirmar que no existe un decremento espontaneo.
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Tal como se demostrd en la grafica de la figura 99, la intensidad de la
banda 23S, por si sola, es mas sensible a la degradacion por parte de la RNasa
3/ECP que la banda 16S. En la figura 108 se observa como el decremento de la
sefial 23S es superior a la ratio 23S/16S. La relacion 23S/16S de rRNA reflejaria
en el control negativo que la extraccion se ha hecho correctamente y en la
incubacion con RNasas que se estd produciendo una degradacion con cierta

especificidad como se ha comentado en “consideraciones metodologicas”.

Los mismos experimentos realizados con E.coli fueron ejecutados con la
especie S. aureus. Se realizaron con la intenciéon de demostrar las mismas
hipotesis iniciales con una especie modelo de bacteria Gram-positivo. Debido a
las particularidades de la extraccion del RNA se realizd6 en grupos de

experimentos independientes de los realizados para E. coli.
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Figura 109. Grdfica de la degradacion de RNA por la RNasa 3/ECP sobre S.
aureus, a 4 uM en funcion del tiempo. Las incubaciones se dieron en cultivos
en LB crecidos hasta ODgypnn de 0.8, volumenes de 125 ul y extraccion por el
método Qiazol. Los valores de intensidad del pico de 23S, se corrigieron con
respecto al control para permitir comparaciones entre experimentos. Los
puntos son medias de tres experimentos asi como las barras de error su
desviacion tipica.

En los resultados de la degradacion del RNA en el caso de S. aureus
(Fig. 109) nos encontramos un comportamiento similar con respecto a E. coli, en

cuanto a la degradacion general del rRNA 23S y de la relacion 23S/16S. Se
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constata, que los tiempos en los que el RNA celular bacteriano empieza a verse
afectado, tanto en E. coli como en S. aureus, son muy tempranos con respecto a

los que se evaluaba un efecto de viabilidad celular bacteriana disminuida.

5.3.4.2.2 Efecto comparativo de la RNasa 3/ECP nativa y la variante de la
RNasa 3/ECP defectiva en el centro activo (ECP-H128N) sobre el RNA

El mutante RNasa 3/ECP-H128N presenta un gran interés en el estudio
de la degradacion del RNA por la substitucion de uno de los aminoécidos
principales del centro activo afectando su capacidad catalitica. Se incub6 el
mutante a una concentracion de 4 pM sobre cultivos bacterianos crecidos a OD
de 0.8, en las mismas condiciones que los experimentos anteriores. Este mutante
es de gran interés porque en funcién de una capacidad degradativa del RNA
mermada, permitiria discernir si sus efectos sobre las bacterias pueden o no
depender de la actividad RNasa. La degradaciéon de RNA también pudiera darse
de alguna forma inducida por sistemas de respuesta de la propia bacteria,
inducidos por el deterioro de la membrana plasmatica bacteriana, gracias a la
capacidad de desestabilizacion de la bicapa que aun conserva el mutante RNasa
3/ECP-H128N. Sin embargo, esta hipotesis podria descartarse si consideramos
los resultados obtenidos con el péptido antimicrobiano utilizado como control.
Los experimentos se realizaron comparando con resultados de RNasa 3/ECP
nativa y se midieron para cada tiempo de incubacion (Fig. 110 a y b). Es
necesario, tener en cuenta que el mutante conserva una actividad catalitica
residual, que como se ha detallado previamente no supera al 25% respecto a la

proteina nativa.
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Figura 110 a y b Graficas comparativas entre RNasa 3/ECP y RNasa 3/ECP-HI128N de la
degradacion de RNA tras incubacion sobre los cultivos a la concentracion de 4 uM. Los
cultivos crecidos a una ODgyp i de 0.7, se sometieron a la incubacion los tiempos de la cinética
y seguidamente se extrajo y analizo el RNA. En la grdfica A consta los valores de rRNA
(235/16S) y en B de cantidad total de rRNA 23S8.

Se confirma que la actividad RNasa de RNasa 3/ECP-H128N esta en efecto
mermada respecto a la observada en la ECPwt, y que en los procesos de
incubacién y extraccion de RNA no parece que hubiera degradacion por parte de
las RNasas bacterianas, ya que con el control y la RNasa 3/ECP-HI28N se da

una buena conservacion de la cantidad de RNA y de la relacion 23S/16S.
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5.3.4.2.3 Actividad degradativa de la RNasa 7 sobre el RNA celular bacteriano

Los experimentos para describir la actividad degradativa de la RNasa 7
sobre el RNA a nivel exogeno (adicion de la proteina en cultivos bacterianos),
fueron replicas de los experimentos de RNasa 3/ECP. Es esperable que para los
mismos tiempos, se encuentre una degradacion mayor, debido a que la actividad
ribonucleasa de la RNasa 7 es mayor que la de la RNasa 3/ECP (Harder et al,
2002). En todos los experimentos se utilizé la variedad P75Y93, de la referencia

Harder y colaboradores (2002).
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Figura 111. Efectos de la incubacion con RNasa 7 (variedad P75Y93
“Harder”) sobre cultivos de E.coli BL21 a 4 uM, sobre el RNA total. Medidas
de cantidad (intensidad del pico 23S con correccion respecto al control) y de
calidad (ratio 23S/16S). Los puntos y las barras de error son media y
desviacion tipica de 2 experimentos, respectivamente.

Los experimentos contaron con la fiabilidad de la ratio 23S/16S en el
control negativo siempre en torno a 2, mientras que con la degradacion de

RNasa 7 la relacion decae en funcion del tiempo de incubacion.
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5.3.4.3 Experimentos comparativos mediante expresion endoégena de las RNasa

3/ECP y RNasa 7

Los experimentos con expresion enddgena se realizaron con la cepa
comercial de E. coli Rosetta Gami®. Se realizd un proceso de extraccion de
RNA equivalente al descrito anteriormente para la cepa BL21, sin variaciones
apreciables entre ambas cepas. Los experimentos de expresion fueron los
mismos que se realizaban con induccion de la expresion minima para el cribado
de mutantes de RNasa 3/ECP, es decir, se indujeron a 0.4 mM de IPTG. No
obstante, dados los resultados preliminares de degradacion a tiempos cortos con
incubacion, decidimos estudiar el proceso en periodos que no superasen una
hora después de la induccion de la expresion, ya que nos interesaba evaluar los

efectos inmediatos de la proteina expresada sobre el RNA de la bacteria.

5.3.4.3.1. Comparacion de la RNasa 3/ECP y la variante H128N

Se compar6 inicialmente la ECP/RNasa 3 nativa y el mutante de centro
activo (RNasa 3/ECP-HI128N), (Figs. 112 y 113). Paralelamente se hicieron
inducciones en cultivos no transformados con el plasmido correspondiente a la

proteina a expresar, como control negativo.
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Figura 112 Grafica de la extraccion de RNA a diferentes tiempos tras la induccion de
RNasa 3/ECP, e induccion de control negativo con 0.4 mM de IPTG, el cultivo se llevo
a ODgonm de 0.8 para su induccion. El volumen de cultivo fue de 250 ul y se extrajo el
RNA mediante el método de fenol-cloroformo Qiazol®. Medidas de cantidad
(intensidad del pico 23S con correccion respecto al control).
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Figura 113. Grafica de la extraccion a diferentes tiempos de RNA tras la induccion de
RNasa 3/ECP-HI28N e induccion de control negativo con 0.4 mM de IPTG, el cultivo
se llevo a ODgpp de 0.8 para su induccion. El volumen de cultivo fue de 250 ul y se
extrajo el RNA mediante el método de fenol-cloroformo Qiazol®. Medidas de calidad
del rRNA (ratio 23S/16S).

Se confirma que en el estudio estamos visualizando la actividad de las
proteinas expresadas sobre el RNA interno. Asimismo, se confirma la baja

actividad del mutante RNasa 3/ECP-H128N sobre el RNA.

5.3.4.3.2. Estudio de la RNasa 7 y sus variantes

Respecto a las dos RNasas 7, la generada por mutagénesis dirigida
variedad P75Y93 (Harder et al 2002) y la adquirida desde el plasmido pFTCS
transferida al pET11c, variedad A75H93 (Zhang et al, 2003) se hicieron dos
cinéticas para poder evaluar posibles diferencias en la degradacion de RNA
cuando se expresa a nivel intracelular. En la figura 114 se representa una
grafica en la que no se observan grandes diferencias. Al mismo tiempo se
acompafia un gel virtual a partir del electroferograma de los mismos

experimentos (Fig. 115).
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Figura 114. Grafica de degradacion de RNA tras expresion por induccion por IPTG 0.4
mM en E. coli Rosetta Gami. Evaluacion de magnitudes de cantidad y calidad de RNA.
El cultivo se indujo a ODgppum de 0.8 y la extraccion de RNA siguio el método Qiazol.
Los puntos son media de dos experimentos y barra de error su desviacion tipica.

Se concluye que para ambas RNasas no existen diferencias de actividad
significativas a tiempo final. Sin embargo, se observa una mayor degradacion
del rRNA total a tiempos cortos en la variedad de queratinocitos (variedad
P75Y93 descrita por Harder y colaboradores, 2002) (Fig. 115). A nivel
comparativo y visual se presentan los RNA’s totales extraidos tras inducir la

expresion de las RNasas 7 en E.coli Rosetta Gami.

(A75H93) (P75Y93)
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Figura 115. Grdfica de gel virtual a partir del electroferograma comparativo de las RNasas 7
Carril 1: Control positivo Rosetta Gami sin induccion. Carriles 2 a 5 : degradacion por la
RNasa 7 (A75H93) (inducido por IPTG 0.4 mM) a 0, 5, 15 y 30 min Carril, 6 Control positivo
Rosetta Gami sin induccion con 7 a 10 idem para la RNasa 7 (P75Y93) (0, 5, 15 y 30 min).
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Estos resultados confirman que las variantes de la RNasa 7 tienen una actividad
similar entre ellas, con una ligera actividad superior para la variedad P75Y93, y superior

ambas a la RNasa 3/ECP.

5.3.4.4 Experimentos con preparaciones de RNA

En esta seccion de la experimentacion con RNA comparamos la susceptibilidad
de los distintos RNA'’s, tanto los obtenidos por extraccion de RNA celular como los de
origen comercial. Por este motivo analizaremos en primer lugar la degradacion del
tRNA comercial (comparando el de E.coli con el de S. cerevisiae, ver Apéndice-seccion

Reactivos) y a continuacion el rRNA.

Para describir la susceptibilidad del RNA a la degradacion por parte de la RNasa
3/ECP y la RNasa 7, previamente se estudiaron los efectos de distintos rangos de
concentracion de cada ribonucleasa. Esto es de importancia critica para la degradacion
de RNA’s extraidos o RNA’s puros de origen comercial. También debe establecerse una
concentracion optima de degradacion para las RNasas sobre RNAs comerciales, libres
de proteinas y otras moléculas. Por otra parte, determinar el rango 6ptimo nos puede
suponer saber si dicho rango, esta por debajo de la concentracion de rutina en los
experimentos de viabilidad. Como ya se ha descrito anteriormente, se evaltia el tRNA a

partir de su pico de elucion en la electroforesis microfluidica, que aparece a los 26 s
(Fig. 116).
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Figura 116. Digestion de tRNA (Phe) de E. coli de origen comercial, con un rango de
concentraciones de RNasa 3/ECP. La digestion se llevo a cabo a 37°C en Tris/HCI pH
7.5 10 mM (RNase free). El RNA de partida estaba a 250 ug/ml y la digestion se realizo
en un tiempo de 20 min.
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Para validar nuestros resultados con respecto a previos resultados del
laboratorio y a los referenciados en la literatura fue necesario probar que la
degradacion del tRNA de levadura que es en numerosos casos el que se utiliza
como sustrato de las RNasas (ver Apéndice —Reactivos) fuese equivalente al de
E. coli utilizado en nuestro caso. Aunque tedéricamente no deberia esperarse una
diferencia realmente significativa, se compar6 la capacidad de degradacion de la

RNasa 3/ECP para ambos tRNA’s (Fig. 117), con resultados comparables.

2400
2200 —o—
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

tRNAyeast

—e@— tRNAE. coli

tRNA (peak at 26 secs) incubation of ECP

0.01 uM

0 T T T T T 1T T 17 T T T T T TP T T 117
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Time (minutes)

Figura 117. Grdfica de la degradacion en funcion del tiempo del tRNA de levadura y de
E. coli de origen comercial, por la RNasa 3/ECP. La concentracion de la RNasa 3/ECP
fue de 0.01 uM y los volumenes de trabajo se describen en materiales y métodos. Se
compara el decremento en medicion fluorimétrica del pico correspondiente al tRNA con
el porcentaje de descenso respecto al control.

5.3.4.4.1 Determinacion de rangos de concentracion de trabajo y cinéticas

comparativas para la RNasa 3/ECP

La concentracion de proteina utilizada para las incubaciones sobre
cultivos bacterianos de 4 puM es excesiva para la utilizacion con las
preparaciones de RNA de bacteria extraido o RNA comercial, debido a que estas
moléculas de RNA se encuentran libre de cualquier proteccion (asociaciones a
proteinas, membranas, estructuras celulares). En consecuencia, la concentracion
de RNasa debid de ser optimizada. Tras una serie de experimentos, se ajusto la
concentracion a 0.01 uM, concentracion en la que cualquier RNA podria ser
degradado a lo largo de un tiempo suficientemente apreciable como para

distinguir una cinética, si bien algunos RNAs podrian presentar una degradacion
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gradual con concentraciones mayores de RNasa 3/ECP (caso del tRNA con una
concentracion de RNasa 3/ECP de 0.025 uM) (Fig. 118). El RNA total venia de
una extraccion previamente preparada. Su concentracion era de 922 ng/ul y su
ratio de calidad 260/280 (ver Materiales y Métodos, seccion de Biologia

Molecular) de alrededor de 1.78, era 6ptima para su uso.
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Figura 118 Grdfica de la degradacion de tRNA por la RNasa 3/ECP a diferentes
concentraciones, la barra de error es de la desviacion de dos experimentos asi como
los puntos son sus medias. Las RNasas se testaron sobre el RNA en una solucion 10
mM Tris pH 7.5. La magnitud de degradacion del tRNA viene indicada por porcentaje
respecto al control.

Cuando se ha procedido a trazar cinéticas de degradacion para el rRNA
hemos encontrado un problema metodologico: este rRNA de origen comercial,
debido probablemente a la alta concentracion de sales en la que se suministra o
probablemente a la formacioén de estructuras supersecundarias, no dio buenos
resultados de visualizacion en electroforesis microfluidica. Una electroforesis en
gel de agarosa RNase free, parecia dar solidez a la posibilidad de la formacion de
estructuras supersecundarias (Fig. 119). Se realiz6 otra prueba, en la que se filtro
el rRNA de sus sales, mediante filtros de exclusion molecular de 3000 Da
Microcon© e incluso se cambié el disolvente de agua a TE. Sin embargo, el

resultado fue el mismo (Fig. 120).
Sin embargo, los valores de concentracion de dicho RNA comercial

(coincidentes con la concentracion indicada por el fabricante) y de calidad son

los esperados (oscilando la relacién 260/280 nm siempre entre 1.8 y 1.9), a pesar
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de la movilidad electroforética anomala tanto en geles de agarosa como en
elctroforesis microfluidica (Figs. 119-121). Al mismo tiempo, el nivel de
degradacion por las RNasas es repetitivo. Por estos motivos, obviando el extrafio
comportamiento electroforético, tomamos los valores numéricos de cantidad de
este rRNA para todos los anélisis. Con estos experimentos se descartd que la
utilizacion de agua RNasa free en vez de TE pudiese representar una distorsion

de los resultados.

9000 pb’s

-

7000 pb’s
e

5000pb’s T

3000 pb's -4/ rRNA 23S
—

: +——
2000pb’s _—» L rRNA 16S

Figura 119. Gel de agarosa RNase free al 1% con 0.1% de formaldehido. El carril A
presenta el RNA ribosomico comercial a 2 ug y el carril B es una preparacion de RNA
total. Se puede observar que la preparacion de RNA comercial no se ubica en las
bandas 23 Sy 16 S, pero tampoco se puede percibir ningun tipo de degradacion.

- —
T — - - -

—

L 1 2 3 4 5 6

Figura 120. Electroforesis microfluidica del rRNA disuelto en TE o en H0. Carriles:
1(rRNA en H,0), 2(rRNA en TE), 3 (rRNA digerido por RNasa 3/ECP en 2’ sin TE), 4
(rRNA digerido por RNasa 3/ECP en 15’ sin TE), 5 (rRNA digerido por RNasa 3/ECP
en 2’ con TE), 6 (rRNA digerido por RNasa 3/ECP en 15’ con TE).
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Figura 121. Electroferogramas comparativos a partir de un RNA extraido de E.coli (A)
sin ningun tratamiento (relacion 23S/16S = 1.68, ratio260/280= 1.80) y (B) de una
dilucion de rRNA de origen comercial (relacion 235/16S = 0.7 valor distorsionado que
el software calcula de manera automatica, ratio260/280= 1.9).

El comportamiento de este rRNA comercial ante la incubacion con RNasas
siempre ha sido claramente diferenciado en cuanto a sefial de fluorescencia y
distribucion con respecto al no tratado con RNasas, por lo que se han podido

trazar cinéticas coherentes desde un punto de vista cuantitativo (Fig. 122).
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Figura 122. Grafica de la degradacion en funcion del tiempo del rRNA de E.coli de
origen comercial, por la RNasa 3/ECP. La concentracion de la RNasa 3/ECP fue de
0.01 uM y los volumenes de trabajo se describen en materiales y métodos. Se compara
el decremento de la cantidad total en medicion fluorimétrica con el porcentaje de
descenso respecto al control.

5.3.4.4.2 Comparativa entre la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 en su actividad
degradativa sobre el RNA

Para comparar la eficiencia degradativa entre la RNasa 7 y la RNasa
3/ECP, se prepar6 el mismo tipo de experimento cinético con una muestra de
RNA total celular. Se tom6 siempre como referencia la variante P75Y93 (Harder
et al. 2002). Los experimentos permitiran por primera vez hacer una estimacion
de la preferencia de las dos RNasas por alguna poblacion de RNA. En la figura

123 se muestra el correspondiente gel virtual de la electroforesis microfluidica.
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Figura 123. Gel virtual comparativo para las actividades de RNasa 3/ECP y
RNasa 7 anadidas a los cultivos bacterianos a la concentracion de 4 uM.
Carriles: 1: muestra de RNA no tratada, del carril 2 al 5 la RNasa 3/ECP es
incubada a 2: t=0', 3: a t=10" la RNasa 7 es incubada a 4: t=0', 5: a t=10". En
carriles 6 y 7 grupo de experimentos con RNasa 3 y tRNA: 6 t=0’, 7: t=10". En
carriles 8 y 9 grupo de experimentos con RNasa 7 y tRNA: 8 t=0’, 9: t=10".

Hay que tener en cuenta que la imagen del gel virtual de la electroforesis
microfluidica s6lo permite una interpretacion cualitativa. En cualquier caso, la
degradacion en mayor o menor grado siempre es superior en las incubaciones con la
RNasa 7 con respecto a la RNasa 3/ECP, si bien, a tiempos finales los resultados son

similares para las dos RNasas.

Se muestra una cinética de degradacion por la RNasa 7 (Fig.124) y su
correspondiente comparativa con la RNasa 3/ECP en su representacion en forma de gel
virtual (Fig.125). Se puede observar claramente como para la RNasa 7 la degradacion
del RNA es practicamente inmediata. También se puede observar que tiene una
preferencia ligeramente superior por el rRNA respecto al tRNA, aunque serian
necesarios andlisis adicionales. Respecto a la comparativa del descenso del RNA total
con respecto los tRNA y rRNA, parece que en conjunto existe un descenso de la sefal
mas importante en la degradacion por la RNasa 7. Comparativamente, en los perfiles del
gel se pudo comprobar que los RNAs de menor tamafio y las dreas de RNA degradado
(en la parte inferior de los geles), experimentaban un aumento de su densidad mayor

que el decremento de las bandas de rRNA. Esto se podria explicar por una preferencia
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de la RNasa por RNAs de mayor tamafo y la acumulacion de productos de degradacion

menores.
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Figura 124. Cinética de la degradacion de RNA total (extraido de E.coli) para la
RNasa 7. La degradacion se realizo con la RNasa 7 a una concentracion de 0.01 uM,
la concentracion del RNA fue de alrededor de 240 ng/ul. No aparece barra de errores
al ser unico experimento de esta clase.
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Figura 125. Gel virtual comparativo de actividades de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7
(incubacion exogena). Las concentraciones de RNA y RNasas se indican en la fig. 124.
Carriles: 1:RNA sin tratar, del carril 2 al 5 la RNasa 3/ECP incubada a 2: t=0°, 3: a
t=10°, 4: at=20", 5: a t=30". Del carril 6 al 9: RNA sin tratar para exp con RNasa 7, a
diferentes tiempos (0,10, 20 y 30 min respectivamente).

Una vez se establecio cual podia ser la concentracion de RNasas mas
adecuada para observar un transcurso en el tiempo de la degradacion de RNA’s
purificados, se realizaron los experimentos que describirdn de manera
independiente las diferentes sensibilidades a degradacion de cada uno de los
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rRNA % over control

diferentes tipos de RNA’s principales, mediante incubaciones con RNasas por
separado. Los experimentos se llevaron a cabo tanto por la RNasa 3/ECP como
la 7, en las mismas condiciones. Estos resultados se representan entre las
graficas 126 y 127.
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Figura 126. Grdfica de las cinéticas de degradacion de la RNasa 3 sobre diferentes
RNA sustrato a partir de RNA total extraido (tRNA y rRNA). Las magnitudes de
medicion para el tRNA y el rRNA fueron diferentes por lo que se expresan como
porcentaje de su control respectivo. La concentracion de la RNasa en el ensayo fue de
0.01 uM, la concentracion de todos los RNA's fue de 240 ng/ul y el tampon de reaccion
fue el Tris/HCI 10 mM, pH 7.5 (RNase free). Los puntos y barras de error son,
respectivamente, media y desviacion tipica de 2 experimentos independientes.

235/16S
—o0— rRNAratio
(% over ctrl)

Total RNA (%
over ctrl)

tRNA (% over
ctrl)

% over ctrl

—m— rRNA(amount)

Time (min)

Figura 127. Grdfica de las cinéticas de degradacion de la RNasa 7 sobre diferentes
RNA sustrato (RNA total extraido, tRNA y rRNA) las magnitudes de medicion para el
tRNA y el rRNA fueron diferentes por lo que se corrigen como porcentaje de su control
respectivo. La concentracion de la RNasa en el ensayo fue de 0.01 uM, la
concentracion de todos los RNA’s fue de 240 ng/ul y el tampon de reaccion fue el
Tris/HCI 10 mM, pH 7.5 (RNase firee). Los valores son media de 2 experimentos
independientes.
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Desde el punto de vista de un resultado cualitativo, se puede observar
como el rRNA sufre una degradacion ligeramente més rapida en el caso de la
RNasa 7 que en el de la RNasa 3/ECP (a 15 min los decrementos son del orden
del 10% sobre la RNasa 3/ECP) . Los resultados parecen indicar que hay una
preferencia por el rRNA, a pesar de que el tRNA sufra también una degradacion
temprana. La cuantificacion numérica y su estadistica corroborard la
degradacion diferencial del rRNA sobre el tRNA y sobretodo la repetitividad de
los resultados (con la cual se ha podido realizar las replicas ya mostradas en las

graficas). La figura 128 incluye el gel virtual comparativo.

RNase 7 RNase 3
M rRNA 30 15 5 0 RNAtot 15 5 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 128. Gel virtual comparativo del andlisis de digestion del rRNA standard
utilizado. El carril 1 muestra un rRNA comercial sin digerir, mientras que el 6 es el de
una muestra de RNA total. Esta imagen muestra como el rRNA comercial utilizado no
es util para la distincion de las dos bandas tipicas. 2, 3, 4 y 5 son digestiones por la
RNasa 7, de 7 a 9 son digestiones por la RNasa 3.

5.3.4.43 Zimogramas para el estudio comparativo de los procesos de lisis

celular bacteriana y de degradacion de RNA
Se hicieron una serie de zimogramas para poder valorar el proceso de

lisis celular bacteriana de forma paralela al estudio de la degradacion del RNA

total celular bacteriano. Se valord la liberacion de RNasa I de las bacterias
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(como senal de lisis bacteriana) paralelamente, tomando los mismos tiempos de
referencia que en los experimentos de degradacion de RNA. Este método nos
permitiria estimar el grado de lisis celular de las bacterias incubadas, ya sea por
RNasa 3/ECP o RNasa 7. A los tiempos de ensayo de los andlisis de la
degradacion del RNA celular por las RNasas (inferiores a 30 min) no se ha
podido detectar ningin tipo de liberacion de la RNasa bacteriana. En el
zimograma no apareci6 ninguna banda mas que la de RNasa 3/ECP utilizada de
marcador en su respectivo carril. Se confirma por tanto que durante el periodo de

estudio del proceso de degradacion del RNA no se dio lisis celular.

5.3.4.5 Experimentos comparativos segiin la fase de crecimiento bacteriano y

otras condiciones de ensayo

Considerando la diferente susceptibilidad de las bacterias en diferentes
estadios de crecimiento frente a la actividad bactericida de la RNasa 3/ECP
descrita anteriormente (Lehrer et al, 1989) nos planteamos analizar si podrian
existir diferencias en cuanto al nivel de degradacion del RNA. La estrategia para
dilucidar si el estado de crecimiento bacteriano logaritmico pudiera ser mas
susceptible de sufrir la degradacion del RNA, precisamente por ser mas sensible
a la accion de las RNasas, consistid en una serie de experimentos con
incubaciones exogenas de las ribonucleasas con las bacterias en fase estacionaria
o en fase logaritmica. Para poder interpretar mejor los resultados, se utilizo la
lisozima como control positivo de proteina con actividad bactericida pero sin
actividad RNasa. Se estudio el proceso de degradacion del RNA por la RNasa
3/ECP como ejemplo de ribonucleasa antibacteriana. EI crecimiento
estacionario, se caracteriza por una poblacion bacteriana de menor capacidad de
division y por lo tanto con menos cambios dindmicos en la pared, lo que le
confiere una mayor rigidez. Como modelo de esta fase de crecimiento, se
utilizaron incubaciones saturadas en las que la cinética de crecimiento ya ha
llegado a un “plateau”. Se escogieron cultivos bacterianos de E. coli que
llegaron a una ODgonm de 1.2 aplicandole el mismo protocolo de incubacion con
la proteina y extraccion. La incubacion con RNasas se ajustd por dilucion del
cultivo bacteriano a una ODgoonm de 0.8. No obstante, para evitar errores en

cuanto a la cantidad de RNA con respecto a las muestras de crecimiento
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logaritmico por la cantidad de células presentes, previo al andlisis por
Experion™, se igual6 la concentracion de RNA en todas las muestras
(aproximadamente 190 ng/ul). En las figura 129 y 130 (la primera para
evaluacion de la cantidad de RNA y la segunda para la calidad) se constatan y se
comparan degradaciones del RNA que se pueden producir por el efecto de un
agente externo bactericida, sin actividad RNasa, utilizando el lisozima como
control. Se observa una sensibilidad mayor a la degradacion del RNA en el
estadio de crecimiento logaritmico con respecto al estacionario (Fig. 129).
Adicionalmente se incluyd en el mismo experimento, la RNasa 7 observando un

comportamiento similar.

B Lsogyme
] Bl RNase3
B RNase7

% over Ctrl (23S peak intens)

Steady state Logarithmic
SGrowth state

Figura 129. Grdfica de las intensidad del pico a 23S como medida de la cantidad de
rRNA (corregida como porcentaje del control) para los dos estados de crecimiento de
E. coli, con las ribonucleasas 3 y 7 y la lisozima (las ribonucleasas se incubaron a 4
uM, mientras que la lisozima se adicioné a una concentracion de 1 mg/ml. (aprox 90
uM) adecuada para la lisis celular segun la bibliografia. El tiempo de incubacion para
todos los enzimas fue de 15 min. La barra de error es de una desviacion tipica de 3
experimentos.
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Figura 130 Grdfica de las relaciones 235/16S como medida de la calidad de RNA para
los dos estados de crecimiento de E. coli, para las ribonucleasas 3 y 7 y la lisozima
(todas las condiciones son idénticas a la grdfica anterior dado que corresponde al
mismo experimento).

La grafica 129 muestra una degradacion del rRNA mayor si el cultivo
esta en fase logaritmica, de forma paralela para todas las RNasas, asi como para
la lisozima. La grafica 130 muestra como control de que se ha producido
degradaciones dependientes de la accion de las RNAsas afiadidas y no de

procesos potenciales durante el proceso de degradacion.
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Figura 131. Gel virtual a partir del electroferograma comparativo de los
estadios de crecimiento estacionario (SS) y logaritmico (log). 1 RNasa 3/ECP 4uM
(log) 2 RNasa 3/ECP 4uM (SS) 3 Ctri (log) 4 Ctrl (SS) 5 Lisozima (log) 6 Lisozima (SS)
7 RNasa 7 4uM(SS) 8 RNasa 7 4uM (log).
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Los eventos moleculares que puedan acontecer posteriormente a la
accion directa de las RNasas pueden ser muy diversos y no son objeto de esta
tesis (activacion de autolisinas, cambios osmoticos, actividad de las RNasas
bacterianas, etc...). Podemos asumir que existe un comportamiento paralelo de
degradacion del RNA, entre nuestras RNasas y la lisozima, que depende del
estado de las envueltas de las bacterias, teniendo en cuenta por supuesto, que en
el caso de las RNasas existe un efecto afiadido de degradacion directa del RNA.
Dicho estado de las envueltas se ve precisamente mas comprometido en la fase
logaritmica y es alli donde se observa mayor degradaciéon de RNA. Este grupo
de experimentos establece a la lisozima como un control de la dependencia de la
estabilidad del RNA con el estado de la pared bacteriana y en general de las
envueltas de las bacterias. Sus efectos indirectos sobre el RNA se muestran en el
gel virtual de la figura 131 y en los resultados mostrados en las figuras 129 y
130. El experimento con lisozima fue una simple incubacién a una
concentracion de lisis estandarizada (una concentracioén tipica descrita para
procesos de extraccion de acidos nucleicos) de 1 mg/ml (90 uM) durante 15 min

en agitacion.

Se realizaron otros controles segun las condiciones de ensayo. Por un
lado, se realizd un control de lisis celular mediante un proceso de rotura
mecanica de las células. Este método ha sido la lisis mediante sonicacion. Para
este fin se utilizaron cultivos de E. coli crecidos hasta una ODgyonm de 0.6,
sedimentados por centrifugacion brevemente y resuspendidos en tampon de lisis
para someterlos a una sonicacion breve (5 s) o larga (diez s, tres veces). Dichos
datos se pueden observar también en el gel virtual de la figura 132 y los

resultados representados en la figura 133.
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Figura 132. Gel virtual (y comparativo) de las electroforesis microfluidicas de
muestras de RNA, tras incubar las bacterias en diferentes condiciones Carriles: 1(RNA
control A, 2:RNA control A con RNasa 7 10°, 3: RNA control B, 4: RNA control B con
RNasa 7 10° 5: RNA Control C 6: Control C sonicado 5, 7: control C sonicado 30°".
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Figura 133. Grdfica de registro de la degradacion del rRNA (medido a partir de la
intensidad del pico de 23 S) y de la relacion 23S/16S respecto a las sonicaciones a
diferentes tiempos. Las barras de error corresponden a desviaciones tipicas de dos
experimentos asi como los puntos a sus respectivas medias.

Tras los experimentos realizados, se observa que la sonicacidon es un
método que a tiempos cortos supone la fragmentacion del RNA o su degradacion

asociada al proceso de disrupcion celular.
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Asimismo, como control adicional, se evalu6 la fraccion del
sobrenandante obtenida durante el protocolo de separacion de la fraccion celular.
A nivel de procedimiento podria cuestionarse si la manipulacion del cultivo
(como por ejemplo la centrifugacion) o cualquier evento ocurrido durante el
crecimiento bacteriano podria producir una pérdida de RNA, que quedaria en la
fraccion del sobrenadante. Si asi fuese, estaria enmascarando todos nuestros
resultados. Para descartar esta posibilidad, se disend un experimento de
extraccion y analisis del RNA de los cultivos bacterianos sin incubacion de
RNasas, comparando el sobrenadante previo a la extraccion del medio de cultivo
con el sedimento (pellet) de bacterias que normalmente es el material de partida
utilizado para cualquier extraccion (muestra A). Se comparard este resultado con
un experimento de degradacion del RNA en cultivo con incubacion de RNasas
utilizando el mismo procedimiento (muestra B).

Si se diese alguna degradacion del RNA independiente de la incubacion
con RNasas el sobrenadante de la muestra A presentaria una cantidad
considerable de RNA degradado. En cambio la muestra B mostrara en el
sobrenadante una cantidad menor de RNA , o moléculas de menor tamaiio,
producto de la degradacion. Por otra parte se probard con esta estrategia si
después de la digestion con la RNasa 3/ECP, el RNA que se cuantifica pudiera
estar infravalorado porque se hubiera parcialmente expelido al medio
extracelular. En la figura 134, se muestran los resultados obtenidos que sugieren
que no ha tenido lugar la degradacion y liberacion del RNA en ausencia de
RNasas. La cantidad de RNA que puede existir en el medio, a pesar de la
manipulacion correcta, es del orden de cinco veces menor de lo que puede

encontrarse en el sedimento (pellet) rica en células.
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Figura 134. Diagrama de barras en el que se muestran las diferencias de parametros
en la evaluacion del RNA entre sobrenadantes y pellets, en control e incubacion con las
dos RNasas a 4 uM (en cultivo de E. coli crecido hasta 0.7). Para las incubaciones con
RNasas solo se muestra cantidad de RNA, para el control hay una barra con la relacion
238/16S). Se muestra la letra A o B que relaciona el tipo de experimento indicado en el
texto. Las alturas son medias de dos experimentos asi como las barras de error su
desviacion tipica .

5.3.4.6. Comparacion de la actividad RNasa en cultivos bacterianos y en
extracciones de RNA celular purificado

De todos los resultados obtenidos se ha podido establecer una comparativa
interesante respecto a la degradacion de los RNAs por parte de las RNasas del
estudio cuando se da extracelularmente (RNA celular que ha sido previamente
extraido y se incuba con RNasas) o dentro de la célula (RNA que se extrae para
conocer su estado tras incubacion de las bacterias con las RNasas). Se observa
como cuando el RNA se encuentra fuera de la bacteria la preferencia por el
rRNA es mucho mayor que cuando esta dentro. Estos resultados pueden tener
una explicacion paralela a la que encuentran otros autores para modelos
eucariotas (Saxena et al, 2002): que las proteinas y otros componentes
intracelulares protegen algunos RNAs celulares, principalmente el rRNA (Fig.

135).
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Figura 135. Gel virtual de electroferograma comparativo de la degradacion del RNA
bacteriano en cultivos y en muestras de RNA celular purificado en funcion del tiempo.
Carriles: Dentro de la célula de 1 a 5: 1 (control), 2 (0°), 3(15°), 4(30°) 5 (45°) Fuera
de la célula de 6 a 9: 6 (control), 7(0°), 8 (10°), 9 (20°) Las incubaciones con cultivo (1
a 5) se realizaron con RNasa 3/ECP 4 uM mientras que las de preparaciones de RNA
total purificado se realizaron con RNasa 3/ECP 0.01 uM. El “RNA intracelular” es el
RNA dentro de la célula (con incubacion de RNasas) y el “RNA extraido” se obtuvo
mediante preparaciones en el laboratorio de cultivos celulares bacterianos.

5. 4 Resultados de la cristalizacion de proteinas

1)

Se describen a continuacion las condiciones optimizadas para la cristalizacion de
proteinas objeto de estudio. Se indica asimismo, en el caso que los cristales
hayan difractado con éxito, la informacion relativa a los datos recolectados de

imagenes de difraccion de rayos X en una estacion de sincrotron.

RNasa 3/ECP nativa (cocristales con N-acetil glucosamina-1- fosfato)

Solucion de cristalizacion: 6% Jefamina, Citrato sodico 0.1 M pH 4.5, FeCls 10
mM

Ligando: N-acetilglucosamina-1-fosfato 10 mM

Concentracion de proteina: 6 mg/ml

Temperatura de cristalizacion: 16 °C
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El ligando no aparece unido a la proteina en el co-cristal, pero se obtiene una
resolucion Optima para la difraccion de los cristales de la ECP. El ligando ha
facilitado el proceso de cristalizacion.

DIFRACCION: Estacion Daresbury X13, espectro con 1.8-1.9 A de resolucién

2) RNasa 3/ECP nativa (cocristalizacion con N-acetil glucosamina, NAG)
Solucion de precipitacion : 5y 6% Jefamina, pH 5.2 Citrato sodico 0.1 M, FeCl;
10 mM
Ligando: NAG 50 mM
Concentracién de proteina: 7.5 mg/ml

Temperatura de cristalizacion: 16 °C

El ligando no aparece unido a la proteina en el co-cristal, pero se obtiene una
resolucion Optima para la difraccion de los cristales de la ECP. El ligando ha
facilitado el proceso de cristalizacion.

DIFRACCION: Estacion Daresbury X13, espectro con 1.8-1.9 A de resoluciéon

3) RNasa 3/ECP nativa
Solucion de precipitacion : 5% y 6% de Jefamina, Citrato sodico 0.1 mM, pH
4.5, FeCl; 10 mM
Concentracion de proteina: 6 mg/ml

Temperatura de cristalizacion: 16 °C

Se adjunta la imagen de los cristales resultantes de la RNasa 3 (Fig. 136).

Figura 136. (A) Cristales de RNasa 3/ECP obtenidos por la metodologia de la
gota colgante. Observados en lupa binocular. Condiciones de cristalizacion: 0.1M Citrato
de sodio pH 5.2 (titulado con HCI 1M) 6% Jefamina M-600 y 10 mM FeCl;, Notese la
escala en el margen de la fotografia. 71



6. Discusion

6.1 Identificacion de la region N-terminal con actividad antimicrobiana

En este apartado se discutiran todos los procesos que conducen a la separacion de
fragmentos con potencial actividad antimicrobiana de la region N-terminal, junto
con su caracterizacion y discusion sobre su potencial contribucion en la funcion

antimicrobiana de la proteina.

Desnaturalizacioén de la RNasa 3/ECP

Los procesos de proteolisis y escision quimica de la RNasa 3/ECP se
realizaron con la proteina desnaturalizada y carboximetilada. Por otra parte,
existe un interés en contrastar la hipotesis de que la RNasa 3/ECP pudiera tener
alguna capacidad bacteriana en su forma desnaturalizada. Existen ejemplos
experimentales publicados de actividad bactericida tras el paso por procesos de
desnaturalizacion proteica, como es el caso de la BPI (Bacterial Permeability
Increasing Protein) recombinante (Domingues et al 2009) o la misma lisozima
(Ibrahim et al, 2001). Estos ejemplos pueden sugerir mecanismos similares para
la RNasa 3/ECP. En cualquier caso, los experimentos nos muestran una ausencia

total de actividad antibacteriana para la RNasa 3/ECP desnaturalizada (Fig. 49).

6.1.1 Digestion enzimdtica v quimica de la ECP/RNasa 3

La escision de la RNasa 3/ECP con BrCN representa una estrategia para la
identificacion de la region o regiones con potencial actividad bactericida de la
proteina. El método utilizado por adicién de BrCN, ha permitido la escisién por
el extremo carboxiterminal de los residuos de metionina. No obstante, también
se observa la escision tras los residuos de triptofano. Esta escision adicional se
ha observado anteriormente para otras proteinas y se considera que depende de
las condiciones de ensayo (Boulware et al, 1985). En el caso de la RNasa 3/ECP,

los puntos de corte esperados seran: W10, M27 y W35.
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% lethality over ctrl

Se ha obtenido un perfil general de péptidos, producto de la escision de la RNasa
3/ECP y se han podido identificar la mayoria de fragmentos, algunos de ellos
con una considerable actividad bactericida. En concreto se obtiene un fragmento,
resultante de la escision a nivel de la metionina 27 y del triptéfano 35. Este
péptido se ha encontrado en la fraccion n® 15 (minuto 53 de la elucion) de la
cromatografia de fase reversa HPLC con columna C18 Symmetry. Estos
resultados hacen coincidir en la misma zona de la proteina, entre los residuos 24
y 45 del N-terminal, el papel de la actividad bactericida que también se ha
observado para los péptidos sintéticos 1-45 y 24-45 (Torrent et al., 2009b). Estos
resultados son también paralelos y se consolidan con las deficiencias de
actividad de los mutantes de la RNasa 3/ECP W35 y R36, situados de nuevo en

la misma zona.

También aparece otro péptido con actividad bactericida, producto de la escision
desde el aminoacido 11 al 35, que se situaria en la fraccion 20 de la
cromatografia Symmetry (67 min de elucion de la cromatografia de fase reversa

HPLC con columna C18 Symmetry (Fig. 137).

Lethalility over
E. Coli

HPLC (simmetry) de ECPdnt-BrCN (280 nm)

0,035 Frac 20 o —
0.03 4 A/ «1

0.025 +
002 1 Frac Frac 15

Absorvance (280nn

Figura 137 Comparativa de las figuras 57 y 55a mostrando el perfil de actividad
bactericida y los picos de la separacion cromatografica a los cuales corresponden.

Asimismo, la escision conseguida mediante la proteolisis con Lisina-
Endoproteasa por su unica diana en la RNasa 3/ ECP (K38) proporciona el

péptido 0-38 que presenta una alta capacidad antibacteriana.
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Estabilidad de péptidos

Uno de los aspectos que ha podido enmascarar e incluso aminorar el
poder antibacteriano de un péptido es su propia estabilidad. Podemos
encontrarnos péptidos potencialmente bactericidas dado su pl altamente
catidnico, pero muy labiles, que quizas se hidrolicen antes de que puedan ejercer
efectos notables. En este caso hemos aplicado herramientas informaticas online
para estimar su estabilidad (ver tabla 8 de la seccion de resultados). En concreto
el péptido 0-38 es bastante inestable. Sin embargo, tiene una elevada actividad
bactericida. En el hipotético caso de que fuese un péptido escindido en
condiciones naturales, seria necesario saber si el entorno en que se halle o la

asociacion con otras moléculas podria hacerlo mas efectivo al quedar protegido.

6.1.2 Actividad antibacteriana de los fragmentos N-terminales de la ECP vy

relacidén con los mutantes de la region N-terminal

En el siguiente subapartado se van a detallar los resultados que describen la
actividad antibacteriana del péptido obtenido por proteolisis y de los péptidos
sintetizados que representan las areas del fragmento N-terminal de la RNasa
3/ECP. Los resultados de actividad bactericida de los péptidos se comparan con
los ensayos de actividad bactericida de los mutantes de residuos de la misma

region N-terminal.

Péptidos de la region N-terminal

Los fragmentos N-terminales estudiados nos permitieron determinar las
zonas de mas relevancia en la actividad antibacteriana de la proteina. El
segmento N-terminal es rico en aminodcidos catidnicos y en aminoacidos
aromaticos (entre ellos los triptéfanos 10 y 35) implicados en la actividad
antibacteriana de la RNasa 3/ECP (Carreras et al 2003, Torrent et al, 2007). Por
otra parte esta region fue identificada por un programa de prediccion (Torrent et

al, 2009¢).
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Efectos sobre la viabilidad celular bacteriana de los diferentes péptidos de

escision de la region N-terminal de la RNasa 3/ECP

El primer ensayo realizado, es el que se ha hecho sobre la viabilidad bacteriana
desde el punto de vista metabolico (ensayo BacTiter Glo), complementado con
la medicion de ODgponm 0 con el recuento del nimero de colonias. Para estos
ensayos todas las concentraciones se ajustaron a 10 uM tras haber comprobado
que era una concentracion a la cual se podia asegurar una letalidad de los
péptidos con menor efecto antibacteriano y a la vez comparable con los péptidos

de efectos mas notables.

Uno de los péptidos de interés que presenté mas actividad bactericida ha
sido el generado por la protedlisis enzimatica del extremo carboxil de la lisina 38
de la RNasa 3/ECP recombinante, que resulté en el péptido 0-38 (0 por la
metionina afiadida en el N-terminal como proteina recombinante). Dicho péptido
contiene varias argininas que le confieren un caracter cationico. Con este péptido
hemos demostrado ampliamente su actividad por ensayos de viabilidad por
cuantificacion de ATP. Es destacable que la RNasa 3/ECP haya conservado esa
unica lisina, siendo asi una diana de protedlisis por lisina-endoproteasas.
Pensamos que existe la posibilidad de que la generacién de un péptido de este
tipo, por protedlisis de la ECP/RNasa 3, pudiera darse de forma natural en los
procesos de defensa de los eosinéfilos frente a bacterias asi como por eventos de
contradefensa de las propias bacterias. Estos eventos pueden darse por liberacion
de proteasas al medio extracelular. Existen otros ejemplos de proteinas con
actividad bactericida dependiente de proteodlisis, que establecen un precedente
que apoyaria esta hipotesis. Encontramos asi proteinas que tienen una actividad
bactericida dependiente de su protedlisis extracelular: la lactoferrina cuya
proteolisis da lugar a la lactoferricina, las proteinas del complemento o la BPI
bactericidal/permeability increasing protein (Ooi et al 1987). Dicha proteina,
producida por los leucocitos polimorfonucleares, experimenta una proteolisis
facilitada por proteasas. Tal protedlisis desprende un fragmento N-terminal con
un pl del péptido de 8.75 que es el responsable casi total de la actividad

antibacteriana de la proteina.
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Teniendo en cuenta los ejemplos analogos descritos, nos planteamos la hipotesis
de que pudiese existir una Lisil endopreoteasa humana que confiriese la
capacidad de digerir a la RNasa 3/ECP para liberar el fragmento N-terminal con
actividad bactericida. Para abordar esta cuestion establecimos una estrategia de
busqueda BLAST en la base de datos SWISSPROT esperando encontrar una
proteina homologa. Tras dicha busqueda se concluyé que en humanos no existe
ninguna proteina conocida que tenga una homologia significativa. Tampoco se
describe en la bibliografia la existencia de alguna lisilendoproteasa de origen

humano que pudiera originar in vivo esa proteolisis en los propios tejidos.

Otra posibilidad de proteolisis extracelular viene del hecho de que la proteasa
que hemos utilizado experimentalmente (Lys-endoproteasa), aunque de origen
comercial, la producen de forma natural bacterias como Pseudomonas
aeruginosa por lo que una escision podria ser esperable en condiciones
fisiopatologicas (en infecciones bacterianas). Se podria sugerir la hipdtesis de
que la conservacion evolutiva de la lisina 38, como tnica y exclusiva diana para
producir un péptido N-terminal de capacidad bactericida, hubiera podido ser
efecto adaptativo ante infeccion bacteriana. Por esa coincidencia, hemos pensado
que seria interesante realizar una busqueda de lisil endoproteasas en filums
bacterianos, con la misma herramienta informatica, lo cual es ldgico y esperable
por homologia entre especies. El resultado de la busqueda fue la identificacion
de otras Lys-endoproteasas en otras especies bacterianas, incluyendo patdégenos
(ejemplos: peptidasas en Lysobacter enzymogenes o Achromobacter Iyticus,

cuyos géneros son patégenos para el ser humano) (Fig. 138).
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Figura 138. Listado BLAST de proteinas homdlogas con actividad lisilendoproteasa.
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A continuacion se compard la actividad del péptido proteolitico 0-38 con
los péptidos sintéticos obtenidos previamente en nuestro laboratorio: 1-19, 24-45
y 1-45. El primero de ellos tiene una actividad muy baja por lo que debemos
descartar los aminoacidos que lo componen como realmente criticos en su
aportacion a la actividad bactericida total de la RNasa 3/ECP. Respecto a las
siguientes zonas del extremo del N-terminal de la RNasa 3/ECP que se definen
con los péptidos sintéticos que las reproducen, se puede observar que existe una
zona clave entre los aminoacidos 24 al 38. El péptido que comprende los
aminoacidos del 24 al 45 presenta menor actividad bactericida que el péptido ya
mencionado 0-38, esto nos sugiere la participacion de residuos de la region 24-
38. Otra serie de datos que refrendan la importancia de la zona 24-38 son los
extraidos del analisis con mutantes para esta zona expresados de manera
enddgena en la cepa Rosetta Gami. Principalmente el descenso de la actividad
bactericida en los mutantes ECP R36A, ECP W35A y el doble mutante ECP
W35AR36A (Fig. 139), se relacionan inversamente con la alta efectividad de
péptidos sintéticos que contienen estos aminodcidos en la secuencia, por lo cual
se puede pensar que podrian estar criticamente implicados en la toxicidad.
Adelantando algunas conclusiones que arrojan mdas luz a la importancia de la
zona 24-38, se afiade a este hecho: el aislamiento del péptido 28-35 como el mas
activo de los obtenidos por el fraccionamiento de la RNasa 3/ECP con BrCN,

volviendo a ubicar esa zona como clave en la accion bactericida.
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Esquema comparativo de los péptidos utilizados en el estudio (Sanchez et al., 2010).
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Figura 139. Comparativa de las figuras 63 y 95 en las que se muestran las actividades
de los peptidos N-terminales y de los mutantes con substituciones en residuos situados
en la misma region.

En relacion a la menor eficiencia del péptido 24-45 respecto a otros
péptidos, suponemos como previamente hemos mencionado, que podria deberse
a la ausencia de residuos anteriores a la Thr24 que pueden ser criticos para la

actividad antimicrobiana.
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Otra conclusion a comentar de la actividad parecida entre los péptidos 0-38 y 1-

45, es que en la zona 39 a 45 no debe haber residuos importantes dado que en

esa elongacion de siete residuos respecto a la secuencia 0-38, no se gana en

actividad bactericida.
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Esquema comparativo de la actividad bactericida de los distintos fragmentos de
la RNasa 3/ECP estudiados, y la correspondiente estructura primaria y

secundaria de la proteina (Sanchez et al., 2010).

6.1.3 Relacion del cribado de mutantes de RNasa 3/ECP por su actividad antibacteriana

en Rosetta Gami vy de las sustituciones en la region N-terminal.

Uno de los motivos del uso de la cepa Rosetta Gami de E. coli para cribar los

mutantes de RNasa 3/ECP, ha sido la posibilidad de analisis rdpido de varios

mutantes. De todos modos, el ensayo se realiza como estudio preliminar para la

seleccion de mutantes de potencial interés. En ese caso, los mutantes deberian

expresarse con el sistema de rendimiento elevado para su posterior purificacion.

Se estudiaron los mutantes clave de la zona N-terminal: W35A, R36A y
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W35AR36A. En el andlisis se utilizaron varios de los métodos para evaluar la
viabilidad de forma que se pudiera discernir siempre si simplemente se estaba
detectando un efecto de agregacion de las bacterias o realmente de muerte
celular. Los mutantes para residuos cationicos e hidrofobicos del N-terminal ya
comentados presentaron una actividad bactericida aminorada respecto a la
proteina nativa, mediante evaluacion de la viabilidad bacteriana por
determinacion de la cantidad de ATP intracelular, reforzando asi por otra via

experimental los resultados ya publicados de Carreras y colaboradores (2003).

Aunque se han presentado datos de recuento de cfu’s que podrian verse
afectados por la agregacion de las bacterias, en el caso de la expresion a nivel
endogeno, no se espera que la liberacion al medio extracelular de la proteina
recombinante sea tan importante como para afectar a la determinaciéon de la
viabilidad por recuento de cfu’s. Otra cuestion a tener en cuenta en este tipo de
ensayo seria la afectacion que puede llegar a tener desde dentro de la célula. Por
lo tanto, debemos considerar la contribucion potencial tanto de su actividad
RNasa sobre el RNA celular como el efecto desde el reverso interno de la bicapa

lipidica de la célula bacteriana.

En el caso de los mutantes con substituciones ubicadas en la region N-terminal
(de la cual hemos realizado el estudio por digestion y andlisis de péptidos),
hemos constatado una clara implicacion de los residuos W35 y R36. También se
constata una clara accién sinérgica entre ambos residuos en la accion
antimicrobiana dado que el doble mutante presentaba una deficiencia respecto a
la proteina nativa mucho mayor que la suma de las deficiencias de los mutantes

parciales.

6.2 Caracterizacion de la actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP .

6.2.1 Viabilidad celular bacteriana

Se ha realizado un estudio detallado de la actividad antibacteriana de la
RNasa 3/ECP frente a las especies Gram-negativo y Gram-positivo de

referencia (E. coli y S. aureus respectivamente). Los resultados optimos de
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actividad antibacteriana para su valoracion con los distintos métodos se obtienen
con una concentracion de 4 uM sobre cultivos bacterianos en fase logaritmica ya
sea para E. coli, como para S. aureus. Como referencia, la literatura indica que
concentraciones de 1 uM o inferiores reducen significativamente la viabilidad de
los cultivos bacterianos (Lehrer et al 1989, Carreras et al, 2003). De hecho los
valores de MIC estimados recientemente en nuestro laboratorio indican un rango
entre 0.3 y 0.5 uM (Torrent et al., 2009b). En nuestros estudios hemos trabajado
a una concentracion de 4 uM, concentracion adecuada para la evaluacion de la
viabilidad celular bacteriana por medicion de los niveles de ATP y, como se
muestra en la repeticion de la figura 75 adjunta, su comparacion con el método

de evaluacion de la viabilidad celular por recuento de cfu’s.

—O— E. coli

—@— S.aureus

Se observa la actividad bactericida
valorada  como  disminucion de
unidades de cfu en funcion de la
concentracion de RNasa 3/ECP.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
[RNasa
3/ECP1 uM

En lo que respecta a la evaluacion de la viabilidad utilizaremos principalmente la
que facilita la deteccion del ATP por el método BacTiter Glo, gracias a su
validacion en este trabajo de tesis. Aunque en ocasiones podamos utilizar tanto
la densidad optica como el recuento de cfu’s, ambas metodologias se verian
afectadas por la potencial agregacion de las bacterias por la accion de la
ECP/RNasa 3. La validez del método de viabilidad bacteriana medida por ATP
queda demostrada en los resultados relativos a la figura 76 y la tabla 13 del
apartado Resultados. Si observamos la bajada de densidad oOptica del cultivo
anterior con respecto a la disminucion de la viabilidad por niveles de ATP,
deducimos que la agregacion inducida por la RNasa 3/ECP, ocurre antes que la
muerte celular, como se ha observado también en nuestro laboratorio mediante

otras metodologias. (Torrent el al. 2009b y 2010).
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Finalmente, hemos podido observar un efecto antibacteriano mas
reducido de las RNasas analizadas en este estudio sobre cultivos bacterianos en
la fase estacionaria de crecimiento bacteriano en comparaciéon con la
logaritmica, tanto en bacterias Gram-positivo como en Gram-negativo. Este
hallazgo esta en concordancia con la literatura (Lehrer et al, 1989). El resultado
se sostiene tedricamente en el hecho de que durante el proceso de division se
estd sintetizando nueva pared bacteriana y por tanto habria regiones de la
superficie de la membrana plasmatica mas accesibles mientras que en la fase
estacionaria el dinamismo de la pared bacteriana se ve reducido por la ausencia
de division celular. Otro aspecto de la recuperacion de la viabilidad de los
cultivos en periodos largos puede radicar en la degradacion de la RNasa 3/ECP y
en general cualquier RNasa por sistemas proteoliticos de defensa de la propia

bacteria.

—o—E. colictrl

B E. coli +
—®—ECPwt 4 uM

4— i+
o E. coli

ECPH128N 4 uM

0.D. 600 nm

0 200 400 600 800 1000 1200

Time (min)

Comparativa con el mutante de centro activo RNasa 3/ECP-H128N

La comparativa que se ha hecho entre la RNasa 3/ECP y su mutante
RNasa 3/ECP-H128N tiene dos objetivos importantes: observar si existe una
diferencia por tener el centro activo afectado y analizar en qué grado se retiene la
actividad bactericida en este mutante, por la conservacién de sus propiedades

cationicas de superficie.

Los resultados muestran reiteradamente que el mutante de centro activo RNasa

3/ECP-H128N tiene una actividad bactericida aminorada, que se observa tanto
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por medicion del crecimiento bacteriano como por registro de la viabilidad
metabodlica bacteriana. Es interesante ver que para este mutante, la sensibilidad

de la especie Gram-negativo es mayor que la del Gram-positivo, sobre todo en

periodos largos (Fig. 140).
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Fig. 140. Comparacion de las figuras 77 y 79 en las que se aprecia la recuperacion paulatina
de los cultivos a tiempos largos (flecha verde), tras exposicion a RNasa 3/ECP y la diferencia
de resistencia de S. aureus respecto a E.coli (flechas rojas cortas).

La cinética mostrada para E. coli en presencia de 4 uM de ECP/RNasa 3 nos
muestra una bajada de la densidad de crecimiento en funcién del tiempo y como
el mutante ECP-H128N presenta una clara deficiencia en su actividad
bactericida. Se observa una reduccion de similares caracteristicas para el

crecimiento bacteriano para la especie Gram -positivo.

6.2.2 Agregacion celular bacteriana

La agregacion de las células bacterianas es un efecto comprobado de la
RNasa 3/ECP, como se ha comentado previamente. Esta agregacion ya ha sido
descrita en resultados de nuestro grupo y contribuye en la actividad citotoxica de
la proteina (Torrent et al, 2009b). Este efecto tiene unas consecuencias a nivel
macroscopico que se pueden inferir de la diferencia entre los valores de turbidez
(ODgoonm) y viabilidad celular (deteccion de ATP intracelular).

En relacion a los resultados previamente comentados de registro de la
turbidez como medida del crecimiento de los cultivos (medicion de la densidad
optica a 600 nm), se pudo observar cierta diferencia en comparaciéon con los

resultados de viabilidad, que pueden atribuirse a un proceso de agregacion de las
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bacterias. La agregacion hace disminuir la turbidez del cultivo pero inicialmente

no conlleva la muerte de las bacterias (ver Fig. 76 de la seccion de Resultados).

6.2.3 Efectos de la expresion enddgena de la RNasa 3/ECP v mutantes estudiados.

Los resultados de la expresion recombinante endogena a bajo nivel de la
RNasa 3/ECP, son claramente letales para la bacteria transformada (E. coli
Rosetta Gami) con el plasmido que contiene el gen para dicha proteina. Se
utiliza como control la misma cepa transformada con el pladsmido vacio (ver las
figuras 92 y 93). La identificacion que se realiza en los experimentos de Western
Blot y zimograma confirman la dependencia de ese efecto con la presencia de la
proteina. Los efectos son notables desde el primer momento en que se induce la
expresion de la proteina. Esta afectacion de la viabilidad tan temprana lleva a la
conclusion que la RNasa 3/ECP también esta realizando una accion bactericida
desde el interior de la célula. En posteriores apartados se podra discernir si
depende uUnicamente de sus propiedades sobre la desestabilizaciéon de la

membrana o también de su actividad RNasa.

La posibilidad de expresion endogena a baja escala se ha utilizado con éxito para
expresar una coleccion de mutantes de la RNasa 3/ECP y realizar un cribado en
cuanto a la afectacion de la actividad bactericida de cada uno de ellos. Se asume
que con la expresion a baja escala y las condiciones que facilitan el plegamiento
en la cepa Rosetta Gami se podra obtener la proteina soluble en estado nativo.
Se ha valorado que la relevancia de cada mutante sera mayor en funcion de
cuanto disminuya su accidén bactericida con respecto a la observada para la
RNasa 3/ECP nativa. Obviamente el método s6lo permite un cribado inicial de
los mutantes pero no permite discernir cual es el mecanismo de accidén, que
puede depender tanto de la actividad RNasa como una actividad bactericida
dependiente de la superficie de interacciéon de la proteina. Para un estudio
extensivo de cada mutante, es necesaria sin embargo su expresion a gran escala

y posterior purificacion.
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Se ensayaron los mutantes de RNasa 3/ECP indicados a continuacion:

Relacionados con el centro activo: H128N, HI28NHI15N

Relacionados con la region N-terminal: W35A, R36A, W35AR36A,
Relacionados con aminoacidos de superficie, catidnicos y aromaticos: R66A,
R76A y R77A.

Relacionados con la region C-terminal: D130N .

Los resultados presentan cierta discrepancia entre los que se obtienen por cfu’s y
los que se obtienen por determinacion de ATP, deduciéndose que pueden existir
un efecto agregante diferencial de ciertos mutantes sobre las bacterias. En el
recuento de cfu’s su actividad queda muy aminorada mientras que por viabilidad
el decremento no es tan importante. En general, observamos que en los mutantes
de centro activo, la variacion respecto a la proteina nativa es importante, se vera
mas adelante si esto puede ser debido a una actividad RNasa aminorada o
anulada. No obstante, respecto a los mutantes de centro activo se hablard mas
detenidamente en los apartados relacionados tanto con la actividad RNasa como

con la actividad antibacteriana.

Los mutantes relacionados con la region N-terminal tienen un efecto
considerable y sinérgico en su mutacion combinada. También se compararon los

resultados en relacion al andlisis de péptidos derivados de la regién N-terminal.

Los mutantes de argininas estudiados parecen estar implicados en la actividad
antibacteriana, pero la sustitucion individual de dichas argininas no es
determinante en la actividad final, como es el caso de la posiciéon R77 o la R66,
indicando que cada carga de superficie tiene un efecto aditivo con los otros
residuos pero que individualmente no producen un efecto importante. Es
destacable que el mutante doble (ECPW35AR36A) tiene un efecto muy superior
a los efectos independientes de cada mutacion. Los resultados previos del grupo
(Torrent et al, 2007) indicaron como el residuo W35, expuesto al exterior,

facilita la interaccion con las membranas.
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Por otra parte, el mutante que mas se aleja de la actividad de la proteina nativa
es el D130N. Hipotetizamos que probablemente, la sustitucién que representa,
tenga efectos a nivel estructural y/o pueda afectar indirectamente la actividad
RNasa, ya que se sabe que no es un residuo que participe directamente en el
centro activo ni de las propiedades cationicas de superficie que son los dos
factores mas importantes para explicar la actividad citotoéxica de la RNasa
3/ECP. Se deduce de la estructura de la proteina que este residuo de aspartico
del extremo C-terminal de la RNasa 3/ECP puede estar implicado en la

estabilizacion del centro activo con la probable interaccion con la His64.

6.2.4 Efectos sobre el RNA celular bacteriano

Aunque la RNasa 3/ECP tenga una actividad muy reducida en relacioén con la
ribonucleasa A en los sustratos ensayados (Boix et al, 1999a), su capacidad para
degradar el RNA es significativa. Asi se ha mostrado también en los resultados
de esta tesis, tanto si se expresa de forma enddgena en la cepa Rosetta Gami
como en la exposicidon exdgena por incubacion de cultivos bacterianos. A partir
de la comparacién de la degradacion del RNA con la actividad bactericida (Figs.
141 ay b para E. coli y S. aureus respectivamente) observamos un paralelismo
entre degradacion de RNA vy la actividad bactericida, sin poder establecer, sin

embargo, si existe una dependencia directa.
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Figura 141. Grafica comparativa entre la degradacion de RNA y la viabilidad de E. coli (grafica A) y
S. aureus (grdfica B) por incubacion con RNasa 3/ECP. El nivel de degradacion del RNA se cuantifico
a partir del pico de intensidad de la banda 23S de rRNA, y la viabilidad mediante registro de los
niveles de ATP por luminiscencia, ambas corregidas como porcentajes respecto a sus controles. La
RNasa 3/ECP se incubo a 4 uM en cultivos crecidos a una ODgpg,m de 0.7 y luego el RNA se extrajo
por el método de Qiazol o medida de la viabilidad. Los valores son media de dos experimentos y la
barra de error su desviacion standard.

Los experimentos con el mutante para el centro activo (RNasa 3/ECP-
HI128N) muestran una reduccion drastica de los efectos de degradacion del
RNA por parte de la RNasa 3, tanto a nivel exdgeno como expresada de manera
enddgena en la cepa Rosetta Gami de E. coli. Los resultados nos llevan a
descartar que los citados efectos degradativos sobre el RNA puedan ser
principalmente debidos a efectos subsidiaros a la desestabilizacion de la
membrana que pueda ejercer la RNasa 3/ECP, (Figs. 112 y 113). Se descartaria
por tanto que el efecto observado de la degradacion del RNA fuera

principalmente consecuencia de la accion de las RNasas endogenas bacterianas.

Un interesante aspecto de la actividad catalitica de la RNasa 3/ECP sobre
el RNA es que se detecta a tiempos relativamente cortos de incubacion de los
cultivos con la proteina. Esto es asi incluso cuando la actividad bactericida de la
proteina no es significativa. En cambio, la degradacion del RNA es significativa

en una etapa previa al proceso de lisis celular bacteriana.
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Finalmente comentar que la inhibicion de la RNasa 3/ECP por el RI
placentario humano, parece proporcionar un efecto protector de la viabilidad
celular bacteriana. Este hecho podria interpretarse como una posible afectacion
de la viabilidad celular bacteriana dependiente de la actividad RNasa, pero los
resultados no son completamente determinantes, dado que podria existir un
efecto de enmascaramiento espacial de la RNasa 3/ECP por parte de RI, dado el
mayor tamafio de este Ultimo con respecto a la RNasa 3. También debe
considerarse su mecanismo de interaccion, en el que el inhibidor envuelve

parcialmente a la RNasa.

6.2.5 Aproximaciones tedricas sobre potenciales interacciones de la RNasa 3/

ECP.

Hasta la fecha, so6lo se ha descrito una interaccion funcional proteina-
proteina para la RNasa 3/ECP. Dicha interaccion podria aportar informacion
sobre su mecanismo de accidén bactericida. Un estudio de la bibliografia de
interaccion de proteinas Two Hybrid con el cDNA de células neuroendocrinas
(Wu et al 2004) ha podido identificar una pareja de interaccion con la RNasa
3/ECP: la carboxipeptidasa E (CPE). Esta es una proteina transmembrana que se
encarga principalmente de digerir precursores hormonales y neuropéptidos de
alto peso molecular para permitir su entrada en células endocrinas, ejerciendo
una funcion clave en procesos de bucle autocrino. Aunque el rastreo inicial se
llevo a cabo en los mismos cultivos de expresion de Saccharomyces cerevisiae,
se ha vuelto a probar y a confirmar en el mismo modelo neuroendocrino (linea
celular GH3) del cual se ha extraido el cDNA. Lo mas notable de este hallazgo
es que precisamente la interaccion y la accion proteolitica de la carboxipeptidasa
E son necesarias para la internalizacion de un fragmento de la RNasa 3/ECP en
la célula y su posterior accion. Asimismo se llevaron a cabo estudios de
interaccion con RNasa 3/ECP utilizando mutantes de la CPE para las zonas
potencialmente implicadas en la misma interaccion. Los autores consiguieron
delimitar una zona entre los aminoacidos 318 y 397 de la carboxipeptidasa , que

era indispensable para dicha interaccion.
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La informacion que se ha podido obtener a partir del articulo de Wu y
colaboradores (2004) nos ha permitido realizar una aproximacion tedrica en la
presente tesis. Se pretende mostrar una homologia de una zona de interaccion de
la RNasa 3/ECP con su partner, en otras proteinas de Escherichia coli o de otras
especies potencialmente patégenas. Esto se hizo, contrastando con la secuencia
318-397 de la carboxipeptidasa frente al proteoma de la bacteria mediante la
herramienta online BLAST (Basic Local Aligment Strategy Tool) en dicho
organismo. No se encontr6 apareamiento alguno. También se ejecutd esa
busqueda de apareamiento de secuencias, entre la secuencia identificada de la
CPE (318-397) frente a proteoma de E. coli por entero, para conocer si habria
una peptidasa similar. Se encontraron correlaciones muy débiles de
apareamiento con la mureinaminidasa de la superfamilia M13 y varias
homologias a proteasas, entre ellas la murein peptidasa A. Los valores de E-
value indican la significacién estadistica del alineamiento, es decir, la
probabilidad de que el apareamiento resultante de la blusqueda sea al azar.
Pueden empezarse a considerar significativos valores a partir de 0.001. Las
homologias encontradas no presentaban una significacion estadistica apreciable
y por lo tanto se sugiere que seria descartable como posible par de interaccion.
Aunque siempre seria necesaria una confirmacion experimental. Por otra parte,
la presencia de esa region unica no deberia ser exclusiva para la interaccion en
otras regiones de una hipotética proteasa en procariotas de parecidas
caracteristicas a la CPE. Precisamente, se encontraron también por herramienta
BLAST una serie de homologia con E-values muy significativos, entre la CPE

descrita y zinc-carboxipeptidasas bacterianas.

No obstante, si el analisis de homologia de esta proteina se lleva a cabo
confrontandolo con el proteoma humano (tanto la secuencia de interaccion como
la de la proteina entera), se podian encontrar otras proteasas de la misma familia
que si pudieran presentarse como posibles pares de interacciéon dada su alto
grado de identidad, homologia y significacion estadistica (Fig. 142),
sugiriéndose que pudieran ser proteasas de la ECP/RNasa 3 en otros entornos
fisioloégicos en el propio huésped. Entre estas proteinas cabria destacar la
Carboxipeptidasa N, que como la RNasa 3/ECP se puede encontrar en plasma

(Kuoppala et al, 2000). Sugerimos que la escision de la RNasa 3/ECP que
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pudiera producirse en este entorno fisioldgico pudiera facilitar la internalizacion

de fragmentos proteoliticos.

Sequences producing significant alignments:

Accession Description ﬁ; c{?ﬁ = A va%ue
NP 001364.1 carboxypeptidase E preproprotein [Homo sapiens] 846 100% 0.0
NP 001299.1 carboxypeptidase N catalytic chain precursor [Home sapiens] 404 93% 8e-113

carboxypeptidase Z isoform 2 precursor [Homo sapiens] 395 93% 3e-110
1 carboxypeptidase Z izoform 3 [Homo sapiens] 395 93% 3e-110
.1 | carboxypeptidase Z isoform 1 [Homo sapiens] 395 93% 3e-110
carboxypeptidase D precursor [Homo sapiens] 887 93% 2e-107

Figura 142. Alineamiento mediante BLAST de la secuencia aminoacidica del fragmento 319-
397 de la CPE con el proteoma humano, los E value son optimos al encontrarse muy por
debajo de un valor de corte de 10°. Todas las secuencias tuvieron una etiqueta G, que
representa una secuencia con acceso GenBank (es un gen bien documentado). El mismo blast
con la secuencia entera de la proteina dio resultados prdcticamente idénticos apareciendo las
mismas proteinas candidatas.

En conclusion, la region de interaccion 319-397 de la CPE humana con
RNasa 3/ECP no se encuentra en proteinas bacterianas, ni existe apreciable
homologia de secuencia con ninguna proteina bacteriana utilizando toda la
secuencia de la CPE humana. Por otra parte con los hallazgos de homologia
encontrados sobre proteoma humano, entre los que se encuentran otras
carboxipeptidasas presentes en plasma, se puede sugerir la hipotesis de una
protedlisis de la RNasa 3/ECP que pudiera potenciar la internalizacion celular de

fragmentos resultantes de la proteodlisis y su actividad citotoxica.

6.3 Caracterizacion de la actividad antibacteriana de la RNasa 7

Se ha caracterizado la actividad bactericida de la RNasa 7 expresada en
nuestro laboratorio (Torrent et al, 2010), realizando un estudio comparativo con
la RNasa 3/ECP mediante las técnicas detalladas en Materiales y Métodos.

Previamente se realiz6 una comparacion de las dos variedades identificadas

como se describe en la siguiente seccion.

6.3.1 Analisis de las variedades P75Y93 y A75H93 de la RNasa 7

Al iniciar nuestro trabajo con la RNasa 7, en el momento de comprobar

la secuencia de clonaje procedente del gen cedido por la Dra. Helene Rosenberg
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(NIH, Bethesda MD) hallamos una secuencia genética distinta de la publicada
previamente por el grupo del Dr. Jurgen Harder (Universidad de Kiel,
Alemania). Encontramos asi que existian dos variantes de la misma proteina por
comparacion de las secuencias de DNA. Tal diferencia no habia sido comentada
o advertida previamente. La secuencia del grupo de Harder tiene el nimero de
acceso de GenBank AY 170392 mientras que la variedad descrita por Rosenberg
y colaboradores tiene el nimero de acceso AJ306609. La diferencia consistia en
dos sustituciones: de una alanina en la posicion 75 para la variedad “Rosenberg”
por una prolina en la variedad “Harder”, y una histidina en la posicion 93 en la
variedad “Rosenberg” por una tirosina en la del grupo de Harder. La RNasa 7
del grupo de Rosenberg se mostrd con una alta expresion en rifion, dados los
resultados publicados en los que muestran un experimento de Southern. Por otra
parte la secuencia identificada por Harder y colaboradores procede de la proteina
purificada de  queratinocitos. En  nuestro laboratorio  obtuvimos
satisfactoriamente la variedad P75Y93 “Harder” mediante mutagénesis dirigida
de los dos residuos ya comentados, a partir del cDNA suministrado por el grupo
de la Dra. H. Rosenberg. Como la mutagénesis dirigida se hizo de manera
secuencial, es decir, una reaccion de PCR para una primera mutagénesis y
después la otra sobre la secuencia de DNA ya mutada, también obtuvimos
“variedades parciales” como etapas intermedias del proceso (variantes A75P y
H93Y a partir de la secuencia descrita por Rosenberg y colaboradores). Estas
variedades nos permitieron evaluar la aportacion de cada uno de los aminoécidos
sustituidos por separado a las propiedades generales de la proteina. Al
comprobar que ni la doble sustitucion, ni ninguna de las sustituciones parciales
modifican significativamente la actividad bactericida de la RNasa 7 no se
consider6 relevante estudiar con mas detalle cada una de las variantes

individualmente.

Se analiz6 un estudio comparativo tedrico a partir de la estructura
tridimensional obtenida por RMN (Huang et al., 2007). A priori, la sustitucion
A75P podria considerarse un cambio de residuo bastante drastico. Nos
propusimos trabajar teéricamente con la hipotesis de que este cambio podria
comportar algin cambio conformacional en la proteina, sobre todo al

comprobar que, mediante el andlisis de la estructura tridimensional, la prolina
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se encuentra en posicion cis. Esto supone que es un residuo con mayor
restriccion estérica que si estuviese en trans y esto a su vez podria tener
consecuencias sobre la vecina Arginina 77 que estd implicada en la actividad
bactericida. Sin embargo, no se observan diferencias significativas
experimentalmente. Otro dato que se extrae al observar los resultados
estructurales de RMN para la RNasa 7 (Huang et al, 2007) es la exposicion de
este aminodcido hacia el exterior por lo que no parece probable que afecte a la
conformacion de la proteina. Mediante un analisis previo de prediccion de la
estructura secundaria por el programa online JPred (Cole et al, 2008) se
observo su ubicacion, en un bucle entre una hélice-a y una lamina beta (Fig.
144). Dicho bucle aparece orientado hacia el exterior, dato que confirmaron

los resultados por RMN (Huang et al, 2007).

La sustitucion H93Y, estéricamente no parece comportar ninguna diferencia
importante, pero representa un cambio de aminoacido polar a aminoacido
aromatico. En este sentido, es de destacar que el anillo imidazol de la histidina
es protonable mientras que el grupo hidroxilo de la tirosina no es probable que
se ionice en condiciones fisioldgicas. Gracias a la representacion obtenida con
el programa JPred (Fig. 144) y a partir de la estructura tridimensional publicada
por Huang y colaboradores (2007) podemos ubicar el residuo 93 en mitad de la
lamina-B4. Aunque los resultados funcionales indicasen que el cambio entre la
histidina y la tirosina no debiera suponer un cambio drastico en las propiedades
de la proteina, era necesario un analisis detallado para resolver la ubicacion y
orientacion dichos residuos en la estructura. Utilizando el programa Pymol de
representacion molecular (Fig. 143), pudimos visualizar como en ambas
variantes los aminoacidos en la posicion 93 tienen sus cadenas laterales hacia el
interior de la proteina. A continuacion, con el programa pdbviewer se analizo si
la histidina o la tirosina pudieran estar implicadas en la formacion de puentes
de hidrogeno. El analisis de los modelos tridimensionales indicé que no habia
proximidad de otros residuos susceptibles de establecer puentes de hidrogeno
(estableciendo una distancia minima de 3.4 A). Se comprobd también la
vecindad de cualquier residuo a distancias de Van der Waals con el mismo
analisis de modelos moleculares mediante el programa pdbviewer. Los

resultados indicaron que, entre las dos variantes de la RNasa 7 (ya fuera la que

242



presenta una histidina en esa posicion o una tirosina) analizando las distancias

a los aminoacidos vecinos, solo se observa una diferencia en un unico residuo:

Residuos a distancia de Van der Waals de Y93 Residuos a distancia de Van der Waals de H93

M27 R92
K82 K82
L83 L83

Asi, comparando la posibilidad de interacciones de Van der Waals con residuos
vecinos se identifica un Uinico aminodcido distinto. Por tanto, se concluye que
no parecen haber variaciones significativas en el entorno y la diferencia
estructural no es relevante. El andlisis estructural explicaria la ausencia de
diferencias significativas en las pruebas que se realizaron posteriormente, tanto
de actividad antibacteriana, como de actividad RNasa para las dos variantes de

la RNasa 7.

P75
(A75)

Y93
(H93)

Figura 143. Esquema de superficies moleculares para la RNasa 7 generado por el
programa pymol, a partir de las coordenadas depositadas en el protein data bank
(pdb) Huang et al (2007). Se han identificado y reseniado las posiciones
aminoacidicas que constituyen la variedad de queratinocitos (P75Y93) (Harder et al.,
2002) y entre paréntesis las correspondientes sustituciones en la variedad de rifion
(A75H93) (Zhang et al., 2003).
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Concluyendo que no existen diferencias significativas entre las dos variantes
se utiliz6 la variedad Harder (P75Y93) para realizar la mayoria de

experimentos comparativos con la RNasa 3.

Por otra parte, se realiz6 un andlisis de las secuencias de las proteinas de
la superfamilia de la ribonucleasa A con la intencién de comparar la secuencia
de la RNasa 7 con sus homoélogos mas cercanos (Ribonucleasas 6 y 8, segiin
estudios de Dyer & Rosenberg, 2006). En este analisis se pudo comprobar que
las posiciones 75 y 93 corresponden a Prolina y Tirosina respectivamente en
las ribonucleasas méas homologas (Fig. 145), coincidiendo en las mismas
posiciones con la variedad P75Y93 (“Harder”) de la RNasa 7. Este hecho
parece indicar que esta variedad es la que corresponderia al genotipo mas
antiguo y que la variedad A75H93 (“Rosenberg”) pudiera consistir en un

polimorfismo o variedad de tejido menos frecuente.
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Figura 145. Representacion comparativa de las secuencias aminoacidicas de las RNasas
humanas de la superfamilia de la RNasa A. En estas secuencias puede notarse (flechas

verticales) la conservacion de la tirosina en la posicion 93 y prolina en la 75, para la
RNasa 7.Extraido de Boix et al, 2008.

Todos los estudios comparativos entre las RNasas 3 y 7 se realizaron por
tanto con la variedad de queratinocitos (P75Y93).

Se estudi6 la actividad bactericida a diferentes concentraciones de RNasa 7
en cultivos bacterianos en fase logaritmica, tanto para E. coli como para S.
aureus, mediante el método de viabilidad celular bacteriana por deteccion de
niveles de ATP intracelular. Por este método, se ha valorado actividad
bactericida de la RNasa 7 en un intervalo de concentraciones hasta 10 uM, tal

como se muestra en la grafica (Fig. 81 de la seccion de Resultados).
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Finalmente se constata que para cualquiera de las condiciones y pruebas
realizadas, la actividad bactericida de la RNasa 7 fue siempre ligeramente
superior que la RNasa 3/ECP. Por otra parte, decir que otros experimentos
preliminares de evaluacion del crecimiento bacteriano por medicion de la
densidad optica (no presentados) dieron resultados paralelos.

Estudios en modelos de liposomas proponen una diferencia en el
mecanismo de accidn bactericida de las dos RNasas. La explicacion radica en el
hecho de que la RNasa 7 puede tener un efecto desestabilizador local en las
membranas de las células por un mecanismo diferente al de la RNasa 3/ECP
(Torrent et al, 2009a). Otra explicacion que hipotetizamos aqui, podria radicar
en que la actividad ribonucleasa mas elevada en la RNasa 7 esté ejerciendo un
efecto determinante en la toxicidad de la proteina. Esta afirmacion podria rebatir
los resultados de Huang y colaboradores (2007), referencia apoyada en la
hipotesis de la independencia de la actividad RNasa de la actividad bactericida
de las RNasas. Los autores realizan un experimento con mutantes de centro
activo en el que concluyen que la actividad bactericida no se ve afectada. Sin
embargo, en el grafico mostrado por dichos autores (Fig. 28 de Introduccion) si
que podria considerarse una diferencia significativa entre la proteina nativa y los
mutantes de centro activo a concentraciones muy bajas (0.1 uM), que coincide

con nuestro rango de concentraciones de trabajo.

En la figura 146 se muestra la relacion entre la actividad ribonucleasa y
la actividad antibacteriana. Se realiz6 el mismo anélisis grafico con correcciones
de magnitudes con respecto a su control que se hizo para la RNasa 3/ECP. En

las graficas 147 a y b se incluye una comparacion detallada.
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Fig. 146. Comparacion de la actividad de viabilidad (izquierda) y de degradacion de RNA
(derecha) (Figs. 83 y 111 de Resultados respectivamente) contrastando la letalidad con
respecto a la eficiencia de degradacion de la RNasa 7. Las flechas purpura indican la actividad
bactericida a tiempos finales de la RNasa 7.
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Figura 147. Grdfica comparativa entre la degradacion de RNA y la viabilidad celular bacteriana,
tanto para cultivos de E. coli (A) como de S. aureus (B) incubados con RNasa 7. La cuantificacion
de RNA proviene del pico de intensidad de la banda 23S del rRNA, y la viabilidad de la medida de
ATP por luminiscencia indirecta, ambas corregidas como porcentajes respecto a sus controles. La
RNasa 7 se incubo a 4 uM en cultivos crecidos a una ODgpp,m de 0.7 y a continuacion el RNA se
extrajo por el método de Qiazol. Los valores son media de dos experimentos y la barra de error su
desviacion standard.

Es interesante comprobar como el efecto bactericida a tiempos largos de
la RNasa 7 es ligeramente mayor en relacion a la RNasa 3/ECP, asi como su
actividad de degradacion del RNA. Se puede especular que la menor actividad

catalitica de la RNasa 3/ECP comprometeria en menor grado la viabilidad de la
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célula a tiempos largos, dado que los RNA’s implicados en la supervivencia de
la célula no estarian tan afectados como en las células incubadas con la RNasa 7.
Seglin esta hipdtesis podria considerarse que la primera etapa de interaccion con
la pared celular y disrupcion de la membrana citoplasmatica seria mas rapida y
posteriormente vendria una fase en la que la degradacion del RNA podria

comprometer la viabilidad de las bacterias a medio y largo plazo.

6.4 Papel potencial de la actividad ribonucleasa de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7

en su actividad antibacteriana

Una vez descritos los efectos de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7 y sus
variantes, tanto sobre la viabilidad celular bacteriana como la actividad de
degradacion del RNA celular, se puede realizar ciertas deducciones que nos
llevan a reconsiderar el concepto de que la actividad de las ribonucleasas no es
importante para la actividad antibacteriana de estas proteinas. Esta hipotesis esta
practicamente asentada en la bibliografia pero en realidad se sostiene en datos
experimentales poco concluyentes (Rosenberg 1995, Huang et al 2007). En los
resultados experimentales de esta tesis, hemos podido asociar un descenso de la
actividad ribonucleasa a un descenso de la letalidad (modesto segiin el método
de deteccion) y una letalidad mayor de una ribonucleasa (RNasa 7), con una
actividad ribonucleasa asociada mayor. Esta relacion se ha podido observar
reiteradamente en diversos experimentos ya fuera con los experimentos de
densidad oOptica de crecimiento en los que el mutante de centro activo era el
RNasa 3/ECP-H128N, o ya fuera por algunos resultados (recuento de cfu’s) con
el doble mutante RNasa 3/ECP HI5SNHI28N (resultados preliminares). Los
resultados han mostrado una actividad bactericida aminorada respecto a la
RNasa 3/ECP nativa. Esta deficiencia la podemos atribuir al descenso de la
actividad enzimatica de la ribonucleasa ya que la sustitucion de Histidina por
Asparagina no deberia alterar la estructura de la proteina respecto a la proteina
nativa. Por otra parte, los resultados de la actividad enzimatica residual del
mutante ECP H128N (mediante analisis por zimograma) parecen sugerir un
plegamiento correcto de la proteina, como deduccion de la conservacion del

entorno espacial del centro activo. Sin embargo, seria necesario un estudio
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estructural para confirmar que las estructuras tridimensionales son comparables

a la proteina nativa.

Para dilucidar la importancia de la actividad ribonucleasa en la actividad
bactericida de la RNasa 3/ECP fueron clave los estudios realizados con el
mutante de RNasa 3/ECP para el centro activo HI28N en los que se constatd un
déficit de la actividad ribonucleasa paralelo a una actividad antibacteriana
claramente aminorada (Figs. 148 a y b). Estos resultados preliminares nos
sugieren que la actividad ribonucleasa si tiene un papel en la actividad
antibacteriana. Los experimentos de RNA y viabilidad para el mutante simple de
centro activo ECP-H128N se hicieron utilizando la cepa Rosetta Gami© de
inducciéon a bajo nivel y pudieron compararse con el mismo tipo de
experimentos con incubacion de ECP-H128N purificada sobre los cultivos
bacterianos. Por otra parte, ocurre un efecto similar, en experimentos de
densidad de crecimiento y viabilidad, para ECP-H128N H15N, doble mutante
para las histidinas implicadas en el centro activo. Sin embargo, con el doble
mutante el bajo rendimiento de expresion no permitié hacer comparaciones al

mismo nivel que el mutante ECP-H128N.
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Figura 148. Grdficas de barras de comparacion entre la degradacion del RNA y la viabilidad
de ECP/RNasa 3 wt(A) y ECP/RNasa 3 HI28N (B) sobre E. coli por adicion de la proteina en
cultivo bacteriano (accion exogena). Se relacioné como medida de la degradacion del RNA, la
intensidad de sefial de la banda 23S del rRNA, y para la viabilidad celular los niveles de ATP
intracelular, ambas medidas referidas como porcentajes respecto a sus controles. La RNasa 3 y
la variante mutante se incubaron a 4 uM sobre cultivos a una ODgyp,,, de 0.7. Los valores son
media de dos experimentos y las barras de error su desviacion standard.
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Tiempo RNasa 3/ECP-H128N | ECPwt RNasa 3/ECP-H128N
(min) | ECP wt 4uM (viabilidad) |4 uM (viabilidad) 4 uM (RNA) |4 uM (RNA)

0 100+18.7 100 + 8.5 95 + 100 + 0.2

15 40 +12.6 110 + 8.15 8+0.5 86 +3.4

30 18 +1.77 68+1.6 0.5+0.03 91+4.2

Tabla 17 Resultados numéricos de las barras de las grdficas de la figura 148(porcentajes
respecto a su control para cada medicion ya fuera viabilidad celular bacteriana o degradacion
de RNA bacteriano). Se pueden destacar diferencias significativas, tanto de la viabilidad como
de degradacion del RNA celular bacteriano, entre la RNasa 3/ECP-HI28N y RNasa 3/ECP
nativa.

Asimismo, se observa una correlacion entre la actividad bactericida y la
capacidad de degradacion del RNA a nivel endogeno. Esto se demuestra con el
mutante ECP-H128N cuyos clones transformantes para el plasmido que lo
expresa muestran una viabilidad celular a lo largo del tiempo siempre superior

que los clones que expresan RNasa 3/ECP nativa.

Rosetta gami + —] Rosetta Ganri +
] s
ECRw (viabilky) | - EOPHI28N
(vibity)
[ | m%d;,am) 100 Rosetta Garri +
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Figura 149. Graficas de comparacion entre la degradacion de RNA y viabilidad de RNasa 3
wt (grafica A) y RNasa 3-HI128N (grafica B) en E. coli Rosetta Gami después de la expresion
endogena inducida. El RNA fue cuantificado como intensidad de la banda 23S del yrRNA, y la
viabilidad por cuantificacion de los niveles de ATP intracelular. Se corrigieron ambos como
porcentaje de su control. La expresion se indujo con 0.4 mM de IPTG en la cepa comercial de
E. coli Rosetta Gami (crecida a un ODgpy, de 0.6, como esta descrito en Materiales y Métodos.
Los valores son medias de dos experimentos y la barra de error, su desviacion estandar.
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Rosetta Gami +
Tiempo Rosetta Gami + RNasa 3/ECP- Rosetta Gami + | Rosetta Gami + RNasa
(min) ECPwt (viabilidad) | H128N (viabilidad) | ECPwt (RNA) 3/ECP-H128N (RNA)
0/94 +11.05 85+4.24 86.4+0.2 121.5+0.1
30|59 +3.23 92+7.75 52.1+0.4 113+ 0.8
22 +
60 |41 + 6.47 90 + 2.67 0.5 70.2+0.9

Tabla 18 Resultados numéricos de las barras de las grdficas de la figura 149 (porcentajes
respecto a su control para cada medicion ya fuera viabilidad celular bacteriana o degradacion
de RNA bacteriano). Se pueden apreciar también ciertas diferencias, tanto de la viabilidad
como de degradacion del RNA celular bacteriano, entre la RNasa 3/ECP-HI28N y RNasa
3/ECP nativa.

Los experimentos de expresion a baja escala del mutante de centro activo RNasa
3/ECPH128N complementan los experimentos de adicion exdgena de proteina y
sugieren un efecto colaborador de la actividad ribonucleasa en la actividad bactericida
total. Dicho mutante de centro activo estd presentando una capacidad bactericida,
aminorada respecto a la proteina nativa, que se correlaciona con la actividad RNasa,
también aminorada. Si bien el hecho de que estos experimentos estén teniendo un efecto
desde el interior de la bacteria nos impide concluir cual seria el efecto en condiciones
fisiologicas (condiciones en las que la accion de la RNasa 3/ECP se da exclusivamente
desde el exterior de la bacteria). Debemos hacer hincapié¢ en el hecho que los
experimentos de expresion endogeno fueron disefiados inicialmente como metodologia
preliminar rapida de cribado de mutantes. Sin embargo, los resultados con la proteina
purificada adicionada al cultivo celular también muestran una afectacion de ambas

actividades.

6.4.1. Anadlisis del proceso de degradaciéon del RNA celular por la actividad

ribonucleasa

Todos los tipos de RNA probados fueron degradados en mayor o menor medida
por las RNasas de este estudio. Los RNA’s que se testaron fueron el RNA total
extraido de bacteria (E. coli BL21), el tRNA (Phe) de Saccharomyces cerevisiae
de origen comercial, el tRNA de E. coli (cepa MK 400, ver apéndice) de origen
comercial, y el rRNA de E.coli también de origen comercial (ver apéndice). El

rRNA resulté ser mas sensible a la degradacion que el tRNA, como se ha
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rRNA (ng/ul)

mostrado en la seccién de Resultados y como se relaciona en las figuras que

comparan dichos resultados (Fig. 150).
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Figura 150 Comparativa de las figuras 122 y 126, a la izquierda se ensaya la
degradacion del yrRNA comercial (aislado) por la RNasa 3/ECP mientras que a la
derecha se trata de experimentos en los que se evalua el rRNA tras incubacion de las
RNasa 3/ECP a una concentracion de 4 uM sobre cultivos bacterianos.

Es interesante destacar que las muestras de RNA total extraido de células
bacterianas incubadas con RNasa 3/ECP o RNasa 7, mantienen durante cierto
tiempo las bandas de RNA ribosomico relativamente indemnes a la degradacion
de las RNasas en comparacion con el mismo RNA ribosémico libre de proteinas
(comercial) que es degradado con mayor facilidad. En este mismo grupo de
experimentos el tRNA demostro ser también relativamente resistente, mas
cuando se halla en extracciones de RNA total que aislado en solucion comercial,
y a la vez, el tRNA aislado parece aguantar mejor la degradacion que el rRNA
aislado, (Figs. 122 y 126 ). Por otra parte, los experimentos con incubaciones de
RNasas sobre cultivos bacterianos, respecto a los experimentos de incubaciones
sobre preparaciones puras de RNA total o RNA’s comerciales, parecen mostrar
también una protecciéon mayor del RNA a la degradacion. Esto se puede explicar
por la proteccion que puedan conferir las proteinas intracelulares que pueden
estabilizar el RNA. Por este mismo motivo se podria explicar la mayor
susceptibilidad, en el caso de las muestras puras comerciales, del rRNA a ser
degradado con respecto al tRNA, dado que este Gltimo no requiere de proteinas
para estabilizar su estructura, mientras que el ribosomico si y desproteinizado
pudiera presentarse desestructurado en parte y por ello de facil acceso a las

RNasas.
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Por otra parte, no se han observado diferencias significativas en cuanto a
los dos tipos de tRNA utilizados (E. coli y S. cerevisiae) que se caracterizan por

presentar estructuras secundarias y terciarias similares.

Anélisis de la degradacion de RNA dependiente de las condiciones

experimentales

Respecto a la manipulacion, es importante descartar en todo momento
que tenga lugar una degradacion del RNA dependiente de la lisis espontanea de
las bacterias y por lo tanto que los efectos observados sean fruto de la
degradacion del RNA celular por las propias RNasas bacterianas por activacion
de un proceso de autolisis de la célula bacteriana. Para descartar esta posibilidad
se realizd como ya se ha comentado una serie de experimentos en los que se
analizaba el RNA después de incubar las células con un agente antimicrobiano

desprovisto de actividad RNasa, como el péptido antimicrobiano (ECP 0-38).

Por otra parte, el analisis de los sobrenadantes de cultivo muestra que tras
la incubacioén con RNasas no se detectan cantidades apreciables de RNA en esta
fraccion. La fraccion celular correspondiente al sedimento o pellet celular
contiene todo el RNA incluso después de la incubacion con RNasas. Se deduce
entonces que el RNA degradado en los experimentos con incubacion de RNasas
depende directamente de la actividad RNasa y no proviene de un proceso
indirecto activado por lesiones en la membrana plasmatica. Al mismo tiempo,
como los efectos de lisis bacterianas no son tan inmediatos como la degradacion
del RNA (véanse los resultados de zimograma y los de viabilidad celular
bacteriana por deteccion de ATP) puede pensarse que la actividad RNasa sea un
factor temprano en la actividad antibacteriana de la RNasa 3/ECP. Sin embargo,
desconocemos si podria darse un mecanismo de internalizacion de la proteina
sin previa lisis celular, por desestabilizacién local y reparacion de la pared
bacteriana. Es de especial interés que la liberacion de proteinas intracelulares,
evaluada mediante zimograma, indica que este proceso es bastante posterior al
inicio de la degradaciéon del RNA celular. Asi, se deduce de los tiempos de
incubacion necesarios para detectar por zimograma cualquier liberacion de

contenido intracelular (por ejemplo a 20 min la deteccion de RNasas
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23S int% over control

intracelulares de E. coli aun no se da claramente cuando el RNA se encuentra ya
en proceso de degradacion (Fig. 151). Es importante poder comparar el proceso
de degradacion del RNA intracelular con uno de los mutantes de centro activo,
porque los resultados con dicho mutante descartan que se esté produciendo una
degradacion del RNA por efectos indirectos solamente atribuibles a

desestabilizacion de las envolturas celulares bacterianas.

Por ultimo resefiar que la degradacion del RNA por RNasa 3/ECP y
RNasa 7, se ve influida por el estado de crecimiento. En fase logaritmica las
membranas se encuentran mas expuestas, al no estar totalmente constituida la

pared celular durante los procesos de division celular (Lehrer et al, 1989).
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Figura 151. Comparativas de las figuras 112 y 110B, indicando como en un mismo
tiempo tanto posterior a la induccion de la expresion endogena, como de incubacion de
RNasa 3/ECP exogena (4 uM), se tiene un efecto detectable sobre el RNA mientras que
con el mutante de centro activo ECPHI28N la reduccion de RNA no es significativa. El
tiempo de 20 min se indica como tiempo en el que la lisis de bacterias no se observa
por zimograma y la reduccion de viabilidad bacteriana es moderada.

Se podria describir un escenario hipotético tal como se esquematiza en la
figura 152: los efectos sobre la viabilidad bacteriana dependerian principalmente
de sus caracteristicas cationicas de la RNasa 3/ECP y de la RNasa 7 y de su
interaccion con las envueltas de la bacteria, que tras su efecto disruptor sobre la
membrana plasmatica (mecanismo carpet like) permitiria su entrada en la
bacteria. Este efecto es sin duda el inmediato y suficiente para conferir la
actividad bacteriana a la proteina, pero la actividad RNasa es sin duda, una causa
coadyuvante del efecto final bactericida de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7, que al

parecer se produce en estadios tempranos de este proceso, probablemente en
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cuanto una desestabilizacion local de la pared bacteriana haya permitido el paso

de dichas RNasas.

2 Fase de afectacion de la
membrana. Con mecanismos
de reparacion de labacteria.

12 Fase. Paso a -
través de mureina
ylo LPS por
difusion

Figura 152 Esquema de la secuencia de eventos propuesta para la
accion bactericida de las RNasas 3y 7.

Existe otra posibilidad que los resultados preliminares no parecen apoyar,
pero que requeriria mas experimentos para descartarse totalmente: el proceso de
desestabilizacion de la membrana plasmatica por parte de la RNasa 3/ECP (y
probablemente también de la RNasa 7 pudiera incrementar la expresion de
autolisinas  (Lewis, 2000). Mediante transduccion de su sedal,
independientemente de la actividad ribonucleasa de las RNasas estudiadas, se
podria producir una autodegradacion del RNA en la bacteria y en cierta medida
podria ser un componente mas en la causa de las degradaciones de RNA que se
dan de forma tan temprana. De todos modos, nuestros resultados parecen

descartar una implicacion importante de esta via de muerte bacteriana.

En lo que se refiere especificamente a la RNasa 7, tedéricamente, los
efectos podrian a llegar a ser mas evidentes debido a que la actividad RNasa es
mayor que en la RNasa 3/ECP. Por otra parte, se observan diferencias entre
ambas RNasas en su mecanismo de accion a nivel de las membranas (Torrent et

al, 2009a). Se observa para la RNasa 7, a partir de estudios en liposomas, la
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habilidad de producir lisis en las membranas liberando el contenido del liposoma
antes que su agregacion (Torrent et al, 2009a). Este mecanismo difiere del
observado para la RNasa 3/ECP, en el que se da una agregacion de los
liposomas previa a su lisis. Como ha podido comprobarse experimentalmente la
concentracion necesaria de RNasa 3/ECP y RNasa 7 in vitro, es
considerablemente baja (del orden de nanomolar) para obtener una degradacion
en poco tiempo del RNA. Se puede deducir por tanto que si una pequeiia porcion
de la RNasa que se encuentre en el medio extracelular pudiera internalizarse,
seria suficiente para dar lugar a la degradacion del RNA celular. Es de destacar
que el rango de concentracion de RNasa para muestras de RNA purificado es del
orden de 0.01 pM. Por tanto, la degradacion del RNA podria producirse
hipotéticamente antes de que la estabilidad de la membrana esté totalmente
comprometida, con una pequefa porcion de RNasas internalizadas. Este
escenario seria factible dado que ante agresiones y disrupciones locales de su
membrana, las bacterias pueden reaccionar y oponer mecanismos de reparacion
para sus membranas plasmadticas, tal como lo muestran varias lineas de
investigacion que describen una resistencia y reparacion ante otro tipo de
moléculas que ejerce un efecto desestabilizante en la membrana (como por
ejemplo disolventes orgéanicos) (Sardessai et al, 2002). Otras lineas de estudio
sobre los efectos de los péptidos antimicrobianos, postulan que existen
mecanismos de reparacion de membrana adicionales a los que se dan en las
envueltas de mureina de las bacterias, necesarios, dado que éstas pueden
presentar una tolerancia y reparacion a las lesiones producidas en sus
membranas (Brogden et al, 2005). Por tanto, las bacterias podrian hacer frente a
una desestabilizacion de la pared y la membrana por parte de una molécula
como la RNasa 3/ECP y contrarrestar su efecto. No obstante los experimentos
publicados por Torrent y colaboradores (2010) no muestran una recuperacion de
las bacterias tras sufrir los mismos efectos de agregacion y leakage. En este
articulo se describe la evolucion de los cultivos bacterianos de E. coli y S.
aureus durante un periodo de hasta tres horas, donde efectivamente no se
observa una recuperacion. Sin embargo, los resultados de esta tesis si registran
recuperaciones en la viabilidad en periodos de incubacion largos que sugieren la

necesidad de nuevos estudios.
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Sobre la RNasa 7, ha aparecido recientemente otro argumento que podria
apoyar la hipotesis de que la accion bactericida de la RNasa 7 pueda depender en
parte a la actividad RNasa (Abtin et al 2009). En dicho trabajo se describio
como la RNasa 7 se expresa en los queratinocitos epidérmicos junto con el
inhibidor de RNasas (RI). Experimentalmente se probo que la asociacion entre
ambas proteinas afecta negativamente a la actividad, tanto catalitica como
antimicrobiana de la RNasa 7. Luego comprobaron in vivo que en el estrato
corneo, donde precisamente la RNasa 7 ejerce su efecto bioldgico (actividad
citotoxica frente a Enterococcus faecium y Candida albicans), el RI ya no se
detectaba al haber sido degradado. En un experimento se previno su degradacion
con inhibidores de proteasas y como consecuencia de ello, la RNasa 7 quedaba
inhibida por el RI sin poder asi ejercer su efecto biologico. De lo cual se deduce
que en condiciones fisiologicas es necesaria la protedlisis de RI para que la
RNasa 7 tenga efectos antimicrobianos. En este estudio no se dilucida la
posibilidad de que la inhibicién del bloqueo de la actividad bactericida pueda
venir de un impedimento estérico dado que el RI como ya se ha comentado,
tiene una estructura que podria envolver a la RNasa en gran parte de su
superficie. Segun esa hipotesis inhibir la actividad RNasa no seria el efecto
intrinsecamente necesario para inhibir su actividad antimicrobiana, pero

tampoco se descarta que dicha actividad colabore en el mecanismo bactericida.

6.5 Optimizacién de las condiciones de cristalizacion de la RNasa 3/ECP

Se realizaron estudios de optimizacion de las condiciones de
cristalizacion de la RNasa 3/ECP. Se evalud la influencia del pH del tampoén, asi
como la concentracion del solvente organico Jefamina. Las concentraciones mas
adecuadas para incrementar el tamafio y resolucion de los cristales fueron: 6%
Jefamina, Citrato so6dico 0.1 mM, pH entre 4.5 y 5.2, para 10 mg/ml de RNasa
3/ECP nativa. Se obtuvieron cristales de tamafio adecuado para poder ejecutar la
difraccion de rayos X a alta resolucion (hasta 1.6 A).

Los experimentos de cocristalizacion con N-acetilglucosamina-1P o con
fosfatos facilitaron el proceso de cristalizacion pero no se observo la union del

ligando a la molécula de RNasa 3/ECP.
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7. Conclusiones

Conclusiones respecto a la RNasa 3/ECP

Conclusiones respecto al estudio por protedlisis enzimatica y escision quimica de la
RNasa 3/ECP.

1. Se ha identificado el fragmento 0-38 de la zona N-terminal de la RNasa 3/ECP como
determinante en la actividad antibacteriana, mediante experimentos de proteolisis

limitada con lisina endoproteinasa.

2. Se ha conseguido obtener por digestion mediante BrCN de la RNasa 3/ECP
desnaturalizada y carboximetilada, los fragmentos N-terminales: 11-27, 11-35 y 28-
35, caracterizando su capacidad bactericida, e identificando el fragmento 28-35,
como el de mayor actividad. El protocolo optimizado implica la escision por el

extremo C-terminal de metioninas y triptéfanos.

3. Se ha descartado que la RNasa 3/ECP desnaturalizada irreversiblemente pueda

ejercer efecto antibacteriano alguno.

4. La comparacion de los productos de digestion con los péptidos sintéticos ECP(1-
19), ECP(24-45) y ECP(1-45) indica que el péptido ECP(0-38) presenta una
actividad equiparable al péptido sintético ECP(1-45).

5. Se concluye, a partir de los resultados anteriores, que la region principal del

extremo N-terminal en cuanto a su actividad bactericida se encuentra entre los

residuos 27 y 38.
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Conclusiones respecto a la caracterizacion de la actividad antibacteriana de la
RNasa 3/ECP

6.

10.

Se ha confirmado la actividad bactericida de la RNasa 3/ECP, en concordancia con
los estudios descritos en la literatura tanto para E. coli como para S. aureus. En este
trabajo se ha completado la informacién previa, introduciendo la puesta a punto del
analisis de la viabilidad celular bacteriana por la deteccion de ATP intracelular,
mediante su cuantificacion indirecta por luminiscencia. Se ha comprobado que el
método es mas fiable que el recuento de colonias. Dichos valores informan

directamente de la viabilidad metabolica de las células bacterianas.

Se ha analizado la actividad de lisis celular bacteriana de la RNasa 3/ECP mediante
la valoracion de la liberacion de RNasa I enddgena de E.coli como marcador

intracelular.

Se ha puesto a punto un sistema de expresion utilizando la cepa comercial de E.coli,
Rosetta Gami que facilita la evaluacion directa de la viabilidad de las bacterias por
induccién con IPTG de la expresion de la RNasa 3/ECP y sus mutantes. EI método
permite la comparacion directa y rapida de variantes de la RNasa 3/ECP a pequena

escala, por andlisis de la actividad de las proteinas expresadas en forma soluble.

Se ha resuelto mediante un cribado de varios mutantes de la RNasa 3/ECP con la
cepa Rosetta Gami, que los mutantes W35AR36A, R36A y D130N son los que mas
disminuyen la actividad bactericida respecto a la proteina nativa, correspondiéndose
con zonas de los extremos N y C-terminal, sefialando su importante contribucion en

la actividad bactericida total.

Se ha estudiado la potencial contribucion de la actividad RNasa en la actividad
bactericida utilizando los mutantes para el centro activo ECP-H128N y ECP-
HI5SN/H128N. Los experimentos preliminares por expresion endogena indican la
pérdida de la actividad antibacteriana, lo cual sugiere la implicacion de la actividad
RNasa en la actividad antibacteriana. Experimentos adicionales mediante
purificacion del mutante H128N y adicion al medio de cultivo celular confirman la

reduccion de la actividad bactericida, principalmente en periodos largos de
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incubacion. La potencial contribucion de la actividad catalitica en el mecanismo de

accion antimicrobiana deberéd confirmarse en posteriores estudios.

Conclusiones respecto a la actividad antibacteriana de la RNasa 7

11.

12.

Se han identificado por primera vez para la RNasa 7 dos formas variantes. Se ha
obtenido mediante mutagénesis dirigida a partir de la variante descrita en riiién
(A75H93), la variante de la RNasa 7 descrita y purificada de queratinocitos
(P75Y93). Asimismo, se ha conseguido la expresion recombinante en E. coli de
ambas variantes de RNasa 7, asi como la de los respectivos mutantes parciales.

La comparacion entre las dos variantes de la RNasa 7 (A75H93 y P75Y93) asi como
sus mutantes parciales (P75H93 y A75Y93) no muestran diferencias destacables a
nivel de actividad bactericida, coincidiendo con el analisis tedrico estructural de

ambas variantes.

Se ha seleccionado como referencia la variante de queratinocitos de la RNasa 7
(P75Y93) para los estudios posteriores comparativos con la RNasa 3. En el andlisis
de la actividad antibacteriana tanto en E. coli como en S. aureus en comparacion con

la RNasa 3/ECP, se observa una actividad ligeramente superior para la RNasa 7.

Conclusiones respecto al papel potencial de la actividad ribonucleasa de la

RNasa3/ECP y la RNasa 7 en su actividad antibacteriana

13.

14.

15.

Se describe por primera vez un protocolo para extraer el RNA total de bacterias y
analizar la degradacion del RNA celular tras incubacion con la RNasa 3/ECP y la

RNasa 7.

Se compara el proceso de degradacion del RNA celular bacteriano por adicion de

RNasa 3/ECP y RNasa 7 (efecto exdgeno).

Se confirma la degradacion de RNA a nivel endégeno para la cepa de E.coli, Rosetta

Gami al inducirse la expresion de la RNasa 3/ECP y la RNasa 7.
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16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Se describe por primera vez el patron de degradacion del RNA total celular tras
incubacion con la RNasa 3/ECP y RNasa 7 tanto sobre cultivos de E.coli como de S.

aureus.

Se compara la sensibilidad del RNA total y de dos diferentes tipos de RNA
purificado (rRNA y tRNA) bajo la accion degradativa de la RNasa 3/ECP y la
RNasa 7. Se comparan los experimentos de preparaciones totales de RNA y
preparaciones de RNA comercial. Se establece una degradacion prioritaria para el

rRNA en relacion al tRNA.

Se constata una diferencia de la susceptibilidad del RNA celular bacteriano a la
degradacion por RNasa 3/ECP, dependiente de la fase de crecimiento. Comparando
las fases logaritmica exponencial y estacionaria se observa mayor resistencia en
cultivos en fase estacionaria. Esta diferencia podria explicarse por la menor

proteccion de la membrana celular durante el proceso de division celular.

Se describe que la degradacion del rRNA es inferior en los experimentos in vivo,
probablemente debido a la proteccion que le confieren las proteinas a las que esta
normalmente acomplejado. Esto se deduce de la comparacion entre experimentos
con preparaciones de RNA (RNA total purificado de bacterias) e incubaciones de

cultivos bacterianos con las RNasas y andlisis posterior del RNA celular.

Se describe una actividad RNasa para la RNasa 7 superior a la de la RNasa3/ECP y

que es paralela a su mayor actividad antibacteriana.

Se realiza un estudio preliminar de la inhibicién de las RNasas 3 y 7 por el inhibidor
celular de placenta (RI) estimandose las concentraciones necesarias de inhibidor

para preservar completamente el RNA total y los distintos tipos de RNA.

De los apartados anteriores se puede inferir un mecanismo de afectacion de la
viabilidad bacteriana basado en el proceso de degradacion del RNA. Este
mecanismo dependeria de la entrada de las RNasas en el interior de la célula.

Aunque el proceso se diese en una etapa muy temprana, los efectos podrian hacerse
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patentes a medio plazo, al afectar al RNA intracelular y probablemente al rRNA

como diana principal, induciendo finalmente un proceso de muerte bacteriana.

Conclusiones respecto a la cristalizacion de proteinas

23. Se establece como necesaria la maxima purificacion de las proteinas para la
cristalizacion de la RNasa 3/ECP, mediante HPLC de fase reversa tras FPLC de

intercambio 10nico.

24. Se han conseguido condiciones idoneas para la cristalizacion de la RNasa 3/ECP y
resolucion de la estructura tridimensional por difraccion de rayos X con una
resolucion de hasta 1.6 A. Se ha analizado la cocristalizacion con varios ligandos,
que han favorecido la cristalizacion de RNasa 3/ECP pero que no han permitido la
formacion de un complejo de unidén con la proteina. Incluso en experimentos de
impregnacion con 100 mM de distintos ligandos de tipo glucosaminoglicanos no se
ha dado formaciéon de complejos, probablemente debido al bloqueo de los centros de

unidn por el empaquetamiento de las moléculas de proteina en el cristal.
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9. Apéndice

En este apartado se relacionan los materiales y reactivos que tienen una composicion
especifica predeterminada ya sea por cesion de otros laboratorios o por adquisicion de
casas comerciales. En este caso quedarian compendiados plasmidos, cepas bacterianas,

enzimas de restriccion 'y péptidos.
Plasmidos
PECTS

Este plasmido es el portador del gen RNS7, cedido por la Dra. Helen Rosenberg.
Permite la expresion con una cola peptidica FLAG que permite su reconocimiento
inmunologico y/o purificacion. En la figura se muestra el esquema del plasmido asi

como su MCS (multiple cloning site).

El vector de expresion pFLAG-CTS es un vector de expresion de 5403 bp de
Escherichia coli usado para la expresion peripldsmica de un marco de lectura abierto
propiamente insertado como un proteina de fusion con C-término FLAG. El epitopo
FLAG es una etiqueta de 8 aminoacidos pequefia, hidrofila (DYKDDDDK) de
deteccion sensible y purificacion de calidad alta habitual en los productos de ANTI-

FLAG.

La region promotor-regulador del promotor tac fuerte (un hibrido de los trp y
promotores del lac de la E.coli) permiten una transcripcion de estructuras de fusion de
ORF-FLAG. El control de transcripcion se regula por la presencia de las sucesiones del
lacO e inclusion del gen represor lac (lacl) en el plasmido. La presencia de la secuencia

sefal ompA resulta en la secrecion al espacio periplasmico de la proteina de fusion.
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Figura 153 Esquema del plasmido y mapa del MCS del plasmido pFTCS

pETllc

El plasmido pET11c es un plasmido de la serie pET11 de la casa Novagen, uno de los
plasmidos de expresion mas fuerte disponibles comercialmente que permite la expresion
sin péptido senal a niveles elevados. La expresion del gen objetivo se encuentra bajo el
promotor T7, este promotor puede generar una expresion de la proteina recombinante
tal que puede llevar al 50% de la proteina total de la bacteria. La proteina expresada
tiende a agregarse formando cuerpos de inclusion. Este plasmido permite ademds una
expresion modulada en funcion de la concentracion de inductor (IPTG) por un promotor
en el genoma de la bacteria (lacUVS5) que modula la sintesis de la RNApolimerasa del
fago T7. Este promotor presenta un silenciamiento de los genes recombinantes si no hay

inductor.
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El plasmido presentado es el de rutina en la expresion de RNasas en nuestro grupo y
que se encuentra disponible por amplificacion en la cepa de E. coli que lo contiene, este

plasmido se describe a continuacion en sus caracteristicas principales:

Figura 154 Mapa del plasmido pET-11a genérico paralos a, by ¢

T7 promotor 432-448

T7 inicio de transcripcion 431

T7+Tag secuencia codificante 328-360
T7 terminador 213-259

lacl secuencia codificante 835-1914
pBR322 origen 3851

bla secuencia codificante 4612-5469

Los mapas para pET-11b, pET-11c y pET-11d son los mismos que para pET-11la

(mostrado) con las siguientes excepciones: pET-11b
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T7 promater primer #69348-3
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TT terminator

pET-11a-d cloning/expression region

Figura 155 Mapa detallado de la zona del polilinker y origen de expresion en el plasmido
pETI11

Reactivos

Bromuro de ciandgeno (BrCN):

Reactivo distribuido exclusivamente por la casa Merck, reactivo responsable de la
escision quimica de las proteinas por el extremo carboxiterminal de Metioninas, y en

ciertas condiciones experimentales también romper por triptofanos.

RNA protect bacteria:
Reactivo compuesto principalmente por bromuro de tetradeciltrimetilamonio

suministrado exclusivamente por la casa Qiagen bajo este nombre.

Bactiter Glo:

Reactivo de luminiscencia, de la casa CalBioChem, para los ensayos de viabilidad
compuesto por dos componentes para dar un reactivo de trabajo. Un reactivo A que es el
tampon de reconstitucion y un reactivo B compuesto por un liofilizado en la que se

encuentra la luciferasa de luciérnaga.

tRNA de levadura:

tRNA para la codificacion de la fenilalanina proveniente de Saccharomyces cerevisiae,
adquirido de la casa SIGMA con referencia R4018-1MG. Polvo liofilizado, quedo
disuelto a 250 ng/ul en agua RNase free.
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tRNA de bacteria
tRNA de E. coli para la codificacion de la fenilalanina. 500 mg de polvo liofilizado. Los

stocks de trabajo se diluyeron en agua mili Q RNase free a una concentracion de 4000

ng/pl. Extraido de la cepa MRE-600 de E. coli. N° de catdlogo: 10109541001.

rRNA de bacteria

rRNA 23S y 16S proveniente de E.coli de la casa Roche en 10 mM Tris pH 7.8, NaCl
100 mM, MgCl, 1 mM a una concentracion de 4000 ng/ul. Extraido de la cepa MRE-
600 de E. coli. N° de catalogo: 10206938001.

Luminol (SIGMA) n° ref CPS-1-60:

Es un sustrato de peroxidasa que puede utilizarse para la deteccion de alta sensibilidad
de material marcado con peroxidasa en toda las variedades de Western blotting. Este
sustrato es un luminol mejorado con un tampoén que lleva una solucion de perdxido de
hidrogeno estabilizado. La sensibilidad puede llegar al picogramo. El producto consiste

en una solucidon A y otra B a mezclar en proporcion 1:1.

Marcadores de peso molecular para proteinas (SIGMA):

Miosina (musculo de conejo)..............evueenenn.. 205000
B-galactosidasa (E.coli)................covvivienenn... 116000
Fosforilasa B (musculo de congjo).........ccceeevvennennn. 97000

Fructosa-6-P-fosfato kinasa (musculo de conejo).....84000

Albumina (serum bovina).................c.oeeeiiiinnn. 66000
Glutamato deshidrogenasa.............................e. 55000
Ovoalbimina (huevo de gallina)......................... 45000
Gliceraldehido-3P-deshidrogenasa (m. conejo)....... 36000
Anhidrasa carbonica (eritrocito bovino)............... 29000
Tripsindgeno (pancreas bovino)...............c....... 24000
Inhibidor de tripsina (S0ja).........c.oovvvvieniennennnn.. 20000
a-lactalbimina (leche bovina)........................... 14200
Aprotinina (pulmén bovino).................oeeiiiai 6500
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Resulta en ocho bandas de proteina tefiidas por Coomassie Blue exhibiendo: aprotinina
- lactalbumina, inhibidor de tripsina, tripsindgeno, anhidrasa carbonica, gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa, ovoalblimina y albumina en 100 pl de agua desionizada en
una solucion que contiene 2-3.5 mg de proteina por ml. Junto con un tampén Tris-HCI,
pH 6.8, 1 mm EDTA, 4% sacarosa, 0.5% ditiotreitol, 2% SDS, y 0.0005% azul del

bromofenol.

Marcador de peso molecular para ss RNA

Fig. 156. El marcador de peso molecular de ssRNA es un
grupo de 7 moléculas de RNA producidas por transcripcion
in vitro de una mezcla de 7 moldes de DNA’s. Los tamarios
del marcador son: 9000, 7000, 5000, 3000, 2000, 1000 y 500
bases.

El fragmento de 3000 bases es de doble intensidad para
servir como banda de referencia. Concentracion: 500 ug/ml
Condiciones de almacenaje: Acetato potdsico 20 mM pH 4.5
T°25°C-70°C

DNA Molecular Weight Marker VII
No ref Roche : 11209264001
50 ug (1 A260 unit)

Fuente: SPP1 DNA, digested with Eco R 1

Fig. 157. Fragmentos en el marcador: 81, 359, 492,
710, 718, 992 1164, 1482, 1515 1882, 1953, 2799,
3639, 4899, 6106, 7427, 8576 bp (17 fragmentos en
total)
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Inhibidor de RNasa : RNasin Plus Inhibitor de Promega

Inhibidor no competitivo de las RNasas, 49905 Da, pl 4.6, 40 unidades/ul en 20 mM
Hepes pH 7.6, 50 mM KCl, 8 mM DTT, 50% glicerol, termorresistente por encima de
50°C

Anticuerpos

El tinico anticuerpo primario utilizado en este trabajo es el que ha reconocido la RNasa

3/ECP en las preparaciones de proteinas de bacteria y estas son sus caracteristicas:

Anti-RNasa 3/ECP Anticuerpo monoclonal
Tipo: EG2

Origen: raton

Objetivo: humano

Casa comercial : Pharmacia Upjohn

Dilucion de trabajo: 1/1000- 1/500

El anticuerpo secundario utilizado para el reconocimiento de los lugares de
reconocimiento del primario, es el anticuerpo “goat anti-mouse HRPO”. Precisamente
lleva conjugada la peroxidasa de rabano para dar sefial luminiscente en cuanto se da la

oxidacion del luminol como sustrato. Estas son sus caracteristicas:

Goat Anti-mouse (H+L)- HRPO conjugado

Origen: cabra (“goat”)

Objetivo: ratén

Casa comercial BIO-RAD laboratorios n° ref 170-6516
Dilucion de trabajo: 1/3000

Enzimas

Se describen brevemente tanto los enzimas para proteinas como los utilizados para

procesos del RNA:
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Los enzimas de restriccion utilizados fueron adquiridos de la casa New England

Biolabs, excepto en Dpnl y fueron los siguientes:

Ndel
Diana de restriccion

Fuente:
Cepa de E. coli portadora del gen de BamHI de Bacillus amyloliquefaciens H (ATCC
49763).  Reactivos  suministrados:  NEBuffer 3 (10X) y  BSA (100X)

BamHI
Diana de restriccidon

Fuente:
Cepa de E. coli portadora del gen de BamHI de Bacillus amyloliquefaciens H (ATCC
49763). Reactivos suministrados: NEBuffer 3 (10X) y BSA (100X)

Dpnl

Diana de restriccion

Fuente:
Cepa de E. coli portadora del gen de Dpnl gene from Diplococcus pneumoniae G41

Casa suministradora: Strategene (Merck).

Taq polimerasa: para las reacciones de PCR que no fueran para mutagénesis dirigida
realizaron con el enzima Pfu Taq polimerasa de la casa Biotools, sus caracteristicas son
estas:

La Taq polimerasa para mutagénesis dirigida venia incluida en el kit de la casa

Stratagene y se trata de una polimerasa con actividad exonucleasa 5’-3 deleccionada.

La ligasa en reacciones de ligaciéon del DNA se habia adquirido a la casa Roche y era
originaria del fago T3. Breve descripcion: la ligasa de DNA T4 cataliza la formacion de
los enlaces fosfodiéster entre los grupos vecinos finales 3’-hidroxilo y 5'-fosfato de

extremos de doble hebra de DNA. Fuente: E. coli NM98&9.
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Lys- endoproteasa:

Enzima proteolitico que escinde especificamente por el extremo C-terminal de Lisinas
enddgenas adquirido a la casa SIGMA. El enzima define sus unidades como la cantidad
de enzima capaz de hidrolizar 1 pmol de N-p-tosyl-Gly-Pro-Lys p-nitroanilida por
minuto a un pH de 7.7 a 25 °C. En el vial adquirido se encuentran 3 unidades (a 150

unidades por miligramo). Proviniente de Lysobacter enzymogenes.

Ribonucleasa A

Ribonucleasa pancreatica bovina, Ribonucleasa I, Ribonucleato 3'-pirimidinooligonucleotido
hidrolasa, RNasa A. RNasa A pancreatica que escinde especificamente los enlaces fosfato en el
extremo 3’ de pirimidinas (uracilo o citosina).

Tipo II.A (Sigma).

Numero de la Comision de Enzimas (EC) : 3.1.27.5

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en los experimentos y en los procesos de propagacion y

almacenamiento de plasmidos han sido éstas:

Escherichia coli BL21 DE3, con el genotipo: F* ompT hsdSB (rg” mg’) gal dcm met
(DE3)

Escherichia coli Novablue (cepa comercial de E.coli para propagacion y preparacion de
plasmidos). Su genotipo es: endAl hsdR17 (rxi2 mK12+) supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac F'[proA™B" lacl’ZAM15::Tnl10] (Tet®) Su capacidad de transformacion tedrica

es de 2x10° células transformantes por 0.2 ng de plasmido en 20 pl de bacterias

Escherichia coli BL21 DE3 pLys Rosetta Gami©, propiedad de la casa Promega. Su
genotipo es este: Aara-leu 7697 AlacXT74 AphoAPvull phoR araD139 galE galK rpsL
F’ [lac” (lacI%)pro] gor522::Tnl0(Tc") trxB::kan (DE3) pLysSRARE (argU, argW, ileX,
glyT, leuW, proL) (Cm®). Su capacidad de transformacion teérica es de 2x10° células

transformantes por 0.2 ng de plasmido en 20 pl de bacterias
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Staphylococcus aureus
La cepa utilizada de esta especie es la A502, su descripcion genotipica seria wild type

con el gen agr’ (ATCC 14117):

Primers
Los primers o cebadores que se indicaron en materiales y métodos para realizar la
mutagénesis dirigida fueron encargados a la casa comercial Roche y se pidieron con

unas especificas caracteristicas:

Pureza: Purificacion por columna cromatografica HPR3 (pureza Standard en el servicio
de sintesis)
Presentacion: DNA liofilizado

Escala molar: 0.02 uM

Primers forward y reverse (presentado en sentido inverso) para la mutagénesis dirigida

de RNasa 7 A75P :

5’-CACCAGAGCCACGGG C GGCACAGGGACTGG-3’
3’-GTGGTCTCGGTGCCC G GGCACAGGGACTGG-5’

Primers forward y reverse (presentado en sentido inverso) para la mutagénesis dirigida

de RNasa 7 HO3Y :

5’-CTCACCTCAGGAAG A TAGGCTTGACGTCCA-3’
3’-GAGTGGAGTCCCTTCC A TAGGCTTGACGTCCA-Y’
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10. Abreviaturas

Abs: Absorbancia

ASCII: Codigo de datos informaticos alfanumérico.
ATP: adenosin trifosfato

BCA: Acido Bincomicrindmico

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BSA: Bovine Serum Albumin. Albumina de suero bovino.

CCAAT: secuencia del promotor para la transcripcion y por extension factores de
transcripcion que se adhieren a dichas secuencia.

Cfu’s: Colony forming units. Unidades formadoras de colonias

CV: Coeficiente de Variacion

DNA: Acido desoxirribonucléico

DOPC: Dioleil- fosfatidil colina

DOPG: Dioleil- fosfatidil glicerol

Dnt: Desnaturalizado/a

DSC Differential scanning calorimetry: calorimetria diferencial de barrido

DTT: Ditiotreitol

ECP : Eosinophil cationic protein /Proteina catidonica de eosin6filo (RNasa 3/ECP).
EDN: Eosinophil derived neurotoxin /Neurotoxina derivada de eosindfilo (RNasa 2)
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

EF: Electroforesis

EPO: Eosinophil peroxidase. Peroxidasa de Eosinéfilo

FPLC: Fast protein liquid chromatography Cromatografia liquida rapida para proteinas.

FVC : Forced vital capacity. Capacidad vital forzada. Volumen espiratorio maximo
forzado en pruebas neumoldgicas.

FTIR : Fourier Transformed Infra Red. Infrarrojo por transformada de Fourier.
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HPLC: High Pressure Liquid Chromatography. Cromatografia Liquida de alta presion.
IPTG: isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside

LB: Luria Bertrani medium. Medio de crecimiento microbiano Luria-Bertrani

LPS: Lipopolisacaridos.

MALDI-TOF: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization —Time of flight Técnica de
ionizacion para Espectrometria de masas, con detector de iones por tiempo de vuelo.

MCS: Multiple Cloning Site. Sitio de Clonacion multiple.
NAG: N-Acetilglucosamina
NAM: N-Acetilmuramico

NAPB(-TSB): sodium phosphate buffer. Tampo6n sodio-fosfato. (¢ripticase soy broth
solution) solucidén de medio tripsinizado de soja

NFAT: Nuclear factor of activated T-cells. Factor nuclear de células T activadas,
familia de factores de transcripcion implicados en respuesta inmune

NMR: Nuclear Magnetic Ressonance. Resonancia Magnética Nuclear.
OD : Optical density. Densidad optica.
PBS : Phosphate Buffer Saline. Tampon de fosfato salino.

PCR : Polymerase Chain Reaction. Reaccion en cadena de la Polimerasa (técnica
clasica de amplificacion de DNA/RNA)

PEG : Polietilenglicol

PU.1: proteina reguladora de expresion génica en respuesta inmune
R: Coeficiente de regresion

RI : Ribonuclease Inhibitor. Inhibidor de la Ribonucleasa.

RNA: Ribonucleic acid. Acido Ribonucléico.

SDS: Sodio Dodecil Sulfato

SDS-PAGE: SDS- PolyAcrilamide Gel Electrophoresis. Electroforesis de Gel de
poliacrilamida-SDS

SELDI-TOF: Surface Enhanced Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass
Spectrometry
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SYTOX: Sonda fluorescente impermeable a membranas integras de células vivas.
T. amb. : Temperatura ambiente.

TAE : Tris-Acetic-EDTA. Tampodn de recorrido de electroforesis para dcidos nucleicos
(composicion en Materiales y Métodos).

TB : Terrific Broth. Medio de cultivo enriquecido para la expresion de proteinas (y
otros usos en Biologia Molecular). Composicion en Materiales y Métodos.

TBS(-T) : Tris buffered saline-Tween. TampoOn salino de Tris-Tween (detergente)
TE : Tris-EDTA, tampon para disolucion de acidos nucleicos.

TEMED : N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine

TFA : Acido trifluoroacético.

U : unidades.

UA : unidades arbitrarias

UV : Ultravioleta

UV-CD : dicroismo circular en el ultravioleta

Wt : wild type « tipo nativa » forma nativa, original o silvestre de un gen o producto
génico
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The eosinophil cationic protein (ECP) is a human antimicrobial protein involved in the host immune
defense that belongs to the pancreatic RNase A family. ECP displays a wide range of antipathogen activities.
The protein is highly cationic and its bactericidal activity is dependant on both cationic and hydrophobic
surface exposed residues. Previous studies on ECP by site-directed mutagenesis indicated that the RNase
activity is not essential for its bactericidal activity. To further understand the ECP bactericidal mechanism,
we have applied enzymatic and chemical limited cleavage to search for active sequence determinants.

Following a search for potential peptidases we selected the Lys-endoproteinase, which cleaves the ECP
polypeptide at the carboxyl side of its unique Lys residue, releasing the N-terminal fragment (0—38).

Chemical digestion using cyanogen bromide released several complementary peptides at the protein
N-terminus. Interestingly, ECP treatment with cyanogen bromide represents a new example of selective
chemical cleavage at the carboxyl side of not only Met but also Trp residues. Recombinant ECP was
denatured and carboxyamidomethylated prior to enzymatic and chemical cleavage. Irreversible dena-
turation abolishes the protein bactericidal activity.

The characterization of the digestion products by both enzymatic and chemical approaches identifies
a region at the protein N-terminus, from residues 11 to 35, that retains the bactericidal activity. The most
active fragment, ECP(0—38), is further compared to ECP derived synthetic peptides. The region includes
previously identified stretches related to lipopolysaccharide binding and bacteria agglutination. The results
contribute to define the shortest ECP minimized version that would retain its antimicrobial properties. The
data suggest that the antimicrobial RNase can provide a scaffold for the selective release of cytotoxic peptides.

© 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

1. Introduction

The eosinophil cationic protein (ECP) is an host defense protein
with antipathogen capacities [1]. Its bactericidal activity is not
dependant on its enzymatic RNase activity [2] and the protein
antibacterial activity correlates with its membrane disruption
capacity [3]. To further understand ECP mechanism of action we
have characterized the protein effect at the membrane and bacteria
wall level [4—6]. The antimicrobial protein binds to bacteria cells and
triggers the cell death, with a particular agglutination activity for
Escherichia coli [7].

Antimicrobial peptides in living organisms serve as a defense
system in addition to, or complementary to, the highly specific

Abbreviations: CFU, colony forming units; CNBr, cyanogen bromide; ECP,
eosinophil cationic protein; LB, Luria Broth; LPS, lipopolysaccharides; poly(U),
polyuridylic acid; TFA, trifluoroacetic.
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E-mail address: Ester.Boix@uab.es (E. Boix).

0300-9084/$ — see front matter © 2010 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biochi.2010.10.005

cell-mediated immune response. As antibiotic resistance develops
rapidly as soon as new agents are introduced, there is an increased
interest to develop antimicrobial compounds with alternative
mechanisms of action [8].

Antimicrobial peptides can act both at the bacteria envelope and
at a specific intracellular target [9—12]. While intracellular vital
components could be targeted by specific enzymatic activities, such
as RNases, DNases or proteases, many antimicrobial polypeptides
trigger the pathogen death by a direct action at the cell surface.
Many antimicrobial peptides bind specifically to bacteria wall
components, as peptidoglycans or lipopolysaccharides (LPS), and
have a membrane lytic activity [13—15]. We also find several cases
where a well characterized host defense enzyme can simulta-
neously disrupt the cellular membrane by an unspecific lysis
mechanism. As an example, lysozyme, not only attacks the pepti-
doglycan layer of Gram-positive cells but can also promote the cell
aggregation and lead to the Gram-negative cell lysis [16]. Lysozyme
specifically binds to LPS and can disrupt the permeability barrier
that represents the outer membrane of Gram-negative strains [17].
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Interestingly, denatured lysozyme looses its muramidase activity
but retains its membrane disruption ability [9]. Aprotinin, a protease
inhibitor, denatured and devoid of protease inhibiting activity still
retains its bactericidal activity [18]. Another example is cathepsin,
a neutrophil proteolytic enzyme, which retains its bactericidal
properties after ablation of its catalytic site [19]. These examples
may represent a more generalized strategy that combines a multi-
level mechanism of action, with a first mechanical step and
a specialized intracellular function. Multifunctional host defense
agents that can target cells simultaneously at diverse cellular levels
are good candidates to reduce the development of bacteria resis-
tance mechanisms [12,20].

There are also many examples in the literature of antimicrobial
proteins which suffer post-translational proteolysis modifications. In
fact, the proteolytic processing is used extensively in immunology
cascade events. A local cleavage can release the active peptides in the
area of infection or inflammation [21]. As an example, a specific
cleavage of cathelicidins is a critical step carried out by several
proteases dependant on the polypeptide sequence and post-tranla-
tional modifications, which provides a mechanism for in situ
activation [22]. Limited proteolysis of an inactive protein precursor
can release in vivo an active fragment, which often corresponds to
the N- or C-terminus [23]. The research pharmacology industry has
often taken as templates these proteolysis products for drug design.
A recombinant fragment corresponding to the N-terminal end of
the bactericidal permeability- increasing protein (BPI), expressed in
neutrophils, is currently under clinical assay in phase IlI, as an
alternative antibiotic. Lactoferricin is a naturally occurring micro-
bicidal peptide derived from the N-terminus of lactoferrin, by action
of pepsin in the stomach [24], and is very effective against some
antibiotic resistant strains[25]. Cathelicidins, expressed in neutro-
phils [26,27] or cryptidins, secreted by Paneth cells [28], are active
peptides liberated from inactive proprotein precursors, by a specific
proteolytic activation.

Interestingly, several members of the RNase A superfamily with
antimicrobial activity, have conserved their active site architecture
but do not require their enzymatic RNase activity for bacteria
cytotoxicity [29]. Moreover, derived peptides from the chicken
leukocyte RNase A-2 reproduce most of the protein original bacte-
ricidal activity [30]. Some cytotoxic RNases may then serve as
a scaffold of active peptides [31].

We describe here the analysis of ECP digestion products released
both by chemical cleavage and enzymatic proteolysis.

2. Methods
2.1. Materials

Endoproteinase Lys-C (E.C. 3.4.24.20) from Lysobacter enzymo-
genes was purchased from Sigma—Aldrich. pET11 expression vector
and E. coli BL21 (DE3) cells were from Novagen, Madison, WI.
lodoacetamide was from Sigma—Aldrich. Symmetry C18 chroma-
tography column was from Waters Corporation, Milford, MA.
Staphylococcus aureus 502 A strain was from ATCC, Rockville, MD.
BacTiter-Glo™ assay was from Promega. Microcon and Amicon
filtering devices were from Millipore. Synthetic peptides ECP
(1-19), ECP(24—45) and ECP(1—45) were synthesized and purified
at the Proteomics and Protein Chemistry Unit, Pompeu Fabra
University, Spain, as previously described [32].

2.2. ECP expression and purification
Recombinant ECP was expressed using a synthetic gene for

human ECP coding sequence and the pET11c expression plasmid
[33]. Protein expression in the E. coli BL21 (DE3) strain, recovery of

the protein from inclusion bodies, and the purification steps were
carried out as previously described [33]. The protein was then
desalted and lyophilized.

2.3. ECP reduction and carboxyamidomethylation

Reduced and carboxyamidomethylated ECP was prepared by
a modification of the protocol previously described [34]. Lyophilized
ECP was dissolved to a concentration of 10 mg/ml in 1 M Tris—HCI,
pH 8, buffer containing 2 mM EDTA and 6 M Guanidinium hydro-
chloride. After an incubation of 1 h at 37 °C, reduction of disulfide
bridges was performed by addition of 25 mM dithiotreitol final
concentration (10-fold molar excess over the total cysteine content).
The mixture was incubated for 90 min at 37 °C, and then iodoace-
tamide was added at a 250 mM final concentration. The sample was
further incubated for 1 h at 37 °C in the dark. The alkylated protein
was filtrated and buffer exchanged in 50 mM acetic acid in Amicon
filtrating tubes (3000 Da cut-off), and lyophilized.

2.4. Enzymatic proteolysis by Lys-C proteinase cleavage

Limited proteolysis of ECP was performed using the Lys-
C-endoproteinase, which cleaves polypeptides at the carboxyl side
of lysyl residues [35]. Proteolysis was achieved by incubating, for
3 h at 25 °C, 1 mg of the reduced and carboxyamidomethylated
ECP in 50 pl of 0.1 M Tris/HCl pH 7.8 buffer with 0.05 U/ml final
concentration of Lys-endoproteinase. The two fragments resulting
from the process were separated using a Microcon filtrating tubes
with the appropriate molecular exclusion ranges (10000 and
3000 Da cut-off). The cleavage efficiency was checked by SDS-PAGE,
and confirmed by N-terminal sequencing and the molecular mass
was determined by MALDI-TOF. The N-terminal sequencing of the
largest cleaved fragment identified the sequence NQNTFLR, thus
confirming that a unique cleavage has taken place at Lys38 residue,
releasing the N-terminus 0—38 peptide. The presence of a MetO
residue, from the recombinant expression in a prokaryote system
should also be taken into account.

2.5. Chemical cleavage of ECP by cyanogen bromide

Cyanogen bromide cleavage was performed by a modification of
the protocol previously described [36], as detailed [37]. Briefly,
the reduced and carboxyamidomethylated lyophilized ECP was
dissolved in 0.1 N HCl at 10 mg/ml and added to a CNBr solution at
45 mg/ml in 0.1 N HCl, assuring a 100 M fold excess. The mixture
was stirred for 24 h at room temperature and lyophilized.

The CNBr cleavage products of the chemical proteolysis of ECP
were analysed by SDS-PAGE. Purification of the peptides was
performed by HPLC reverse phase chromatography, using a Vydac C4
column and a Symmetry C18 column, by a modification of the
previously described protocol [38]. A sequential gradient from
solvent A (water-0.05% TFA) to solvent B (100% acetonitrile-0.05%
TFA) was applied, up to 25% of solvent B in 10 min, then to 35% of
solvent B for 65 min and finally to 100% solvent B for 20 min. Frac-
tions of 2 ml were collected at a flow rate of 1 ml/mim. Peptide
elution was followed at 214 and 280 nm. The main representative
peaks were analysed by N-terminal sequencing and molecular mass
determination was carried out by MALDI-TOF methodology.

2.6. RNase activity

Zymograms or activity-staining gels were performed as
described [39] to confirm the ECP denaturation process. Samples
were mixed with the loading buffer (60 mM Tris—HCI, 10% glycerol,
0.015% bromophenol blue, 3% SDS, pH 6.8) and analysed for RNase
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activity by zymogram on SDS-15% PAGE containing 0.6 mg/mL of
polyuridylic acid (poly(U)) as substrate. After elimination of SDS by
incubation with 10 mM Tris—HCIl, pH 7.5 and 20% isopropanol
buffer, and two subsequent washes of 15 min of 10 mM Tris—HCI,
pH 7.5, the gels were incubated at 25 °C for 60 min in 100 mM
Tris—HCI, pH 7.5. Gels were stained with 0.2% of blue of toluidine in
Tris—HCI 10 mM, pH 7.5.

2.7. Antibacterial activity

Antibacterial activity against E. coli BL21 (DE3) and S. aureus 502
A strains was tested by turbidimetry after addition of the protein or
peptides and by measuring the sample optical density at 600 nm.
A 2 mL culture grown in Luria Broth (LB) was incubated overnight
at 37 °C and diluted with fresh media. A stationary phase culture
(ODgpo = 1) was transferred to 5 ml of fresh culture and grown to
exponential phase (ODggg = 0.5—0.7). Bacteria suspensions were
centrifuged at 8000g and washed twice in 10 mM sodium phos-
phate, pH 7.5. Cell pellets were diluted in 10 mM phosphate buffer,
pH 7.5 to an ODgpg = 0.6—0.8. Cells were incubated at room
temperature, with continuous stirring, protein was added after
30 min at a final concentration of 4 uM, and the optical density at
600 nm was recorded. The percentage of initial OD was calculated
and plotted as a function of time.

Alternatively the antibacterial activity was assayed by registering
the colony forming units as a function of time. Cultures of E. coli BL21
(DE3)andS. aureus 502 Awere grown in LB overnight at 37 °C, diluted
in a fresh culture and grown to exponential phase (ODgggp = 0.5—0.7).
Cells were washed twice in 10 mM sodium phosphate, pH 7.5.
Aliquots of 20 pl of bacterial suspension were incubated up to 4 h at
37 °C with different protein concentrations (0.5, 1, 2 and 4 uM) or
with the same volume of phosphate buffer as a control. The 10-fold
serial dilutions, from 1/100 to 1/10.000, were plated on LB agar Petri
dishes and grown overnight at 37 °C. The colony forming units (CFU)/
mL for each treatment was determined. In each experiment, all the
assays were carried out in triplicate, and the results obtained were
the average of three independent experiments.

2.8. Bacteria viability assay

Antimicrobial activity was also assayed by following the reduc-
tion of bacteria viability by a modification of the protocol described
[40], using the BacTiter-Glo™ Microbial Cell Viability kit (Promega),
which measures the number of viable bacterial cells, by ATP
quantification. ATP, as an indicator of metabolically active cells, is
indirectly measured by a coupled luminescence detection assay.
The luminescent signal is proportional to the amount of ATP,
required for the conversion of luciferin into oxyluciferin, in the
presence of luciferase. Overnight cultures of E. coli BL21 (DE3) were
used to inoculate fresh LB liquid cultures, and logarithmic phase
cultures were grown to an ODggg of 0.6. ECP or its derived peptides
were added to 200 pl of culture at a final concentration from 4 to
20 pM. The bacteria viability profile was followed at 37 °Cup to 24 h.

For the evaluation of the bactericidal activity of chromatography
fractions from the separation of ECP cleavage products, the samples
were processed as follows. Each collected fraction was lyophilized
and then resuspended in 100 pl of 10 mM sodium phosphate, pH 7.5,
buffer, and an aliquot of 15 pl of each fraction was incubated with
250 pl of cell culture and the bacteria cell viability was registered
after 1 h. The active fractions were further evaluated by assessing
the activity profile every hour up to 5 h with a final overnight
measurement. The cell culture was diluted 1/10 in 50 ul of LB and an
equal quantity of BacTiter-Glo™ reconstituted reagent was added
over the mixture in the 96-well plate for the assay. Plates were
equilibrated at room temperature. The measurements were taken

by arbitrary units of luminescence, registered using an opaque 96-
well plate with a luminometer (Victor—Perkin Elmer). Arbitrary
units of luminescence, as a measurement of the ATP cell content
were taken as a measurement of the viable bacteria cell total.

3. Results and discussion

Searching for sequence determinants of ECP antimicrobial
activity we have screened its primary structure by the analysis of the
protein selective cleavage products. Recombinant ECP was irre-
versibly denatured and enzymatic and chemical cleavage products
were analysed. The protein fragments (Fig. 1) were purified and
their antimicrobial activity was assessed in both Gram-negative and
Gram-positive bacteria species. The antimicrobial activity of the
most active cleavage digestion product has been further compared
with ECP synthetic derived peptides.

3.1. Denatured ECP

Recombinant ECP was expressed and purified as previously
described [33]. The protein is expressed without its secretion signal
peptide and includes an N-terminal Met residue. Prior to enzymatic
and chemical digestion, the protein was reduced and carbox-
yamidomethylated to discard any potential refolding that may
interfere in the cleavage process, and to avoid formation of any
intermolecular disulfide bridges between the released fragments
after the cleavage process. The protocol was previously successfully
applied to irreversibly denatured RNase A [41]. ECP, as RNase A, has
8 cysteine residues that can form 4 disulfide bridges, and is known
for its particular stability and ability to reversible refold to native
conformation [42,43]. On the other hand, ECP has an even higher
thermal stability than the other studied RNase A family counter-
parts [44]. The lack of RNase activity of denatured ECP (ECPdnt) was
assessed by activity-staining gel, corroborating the efficiency of the
irrevesible denaturation treatment (Fig. S1).

The bactericidal activity of denatured ECP was then assayed by
the BacTiter-Glo™ methodology which estimates the number of
viable bacteria cells. No effect was detected on both E. coli and
S. aureus cell cultures treated with ECPdnt, assayed from 4 to 20 puM,
after 5 h of incubation. The comparative kinetic profile with the
native recombinant protein (ECPnat) confirmed that no effect on
the cell viability for both bacteria species was registered even after
an overnight incubation with the denatured protein (Fig. 2).
The results indicate that ECP polypeptide primary sequence does
not provide by itself the protein bactericidal activity. Therefore, ECP
differs from other antimicrobial polypeptides that do retain their
antimicrobial activity when denatured. As an example, the heat
denatured lysozyme does retain the membrane disrupting activity
of the native protein [9,45].

3.2. Enzymatic proteolysis of ECP

Enzymatic cleavage of denatured ECP by Lys-C-endoproteinase
provided a unique cleavage site (Fig. 1). A first screening of potential
peptidases suitable for an enzymatic digestion of ECP polypeptide
using the ExPASy Peptide Cutter tool [46] indicated that most of the
available proteases can cleave the protein at many target sequences
releasing too many digestion products for an activity screening
analysis. Therefore, we selected the Lys-C-endoproteinase that
presents a unique target in ECP sequence, Lys38.

Incubation conditions were optimized and the unique cleavage
after the carboxyl side of Lys38 residue was confirmed by SDS-PAGE
(Fig. S2) and N-terminal sequencing. The fragments were isolated
by combining selective filtering devices of 3.000 and 10.000 MW
cut-off and the molecular weight of the purified N-terminus
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segment was assessed by MALDI-TOF spectrometry. The recovered
fragment, ECP (0—38), includes the two unique Trp residues in ECP
sequence and is highly cationic, rich in Arg residues, with an esti-
mated pl of 11.7, as predicted by the Protparam online program from
the Expasy website [47].

The proteolytic fragment partly retained the bactericidal activity
of the whole protein against both tested E. coli and S. aureus species.
A comparative analysis as a function of the protein concentration
indicates that at 4 uM the ECP(0—38) retain more than 50% of the

140

120

100

80

60 —

40 —

% Bacteria cell viability over Ctrl

0 T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Time (min)

Fig. 2. Comparative bactericidal activity of native (ECPnat) and denatured (ECPdnt) ECP
on E. coli and S. aureus bacteria cell cultures. Cell viability values were measured by the
BacTiter-Glo™ methodology and calculated in relation to control untreated cells. The
bacteria cells were incubated with 4 and 10 uM for native and denatured proteins
respectively. e E. coli incubated with ECPnat; M S. aureus incubated with ECPnat; O E. coli
incubated with ECPdnt and (7 S. aureus incubated with ECPdnt. The values are a mean of
three independent experiments, and error bars indicate the standard deviation.

bactericidal activity (Fig. 3). The bactericidal activity of the ECP
(0—38) fragment on E. coli cells is also retained during an overnight
incubation (Fig. 4). The results corroborate our previous experi-
mental and in silico data which locate the main active domain at the
protein N-terminus [32,48].

We could even be tempted to speculate that a potential protein
cleavage may represent an in vivo mechanism for the release of
a functional active N-terminus domain. In fact, as previously
discussed, there are many examples in the literature where the
proteolysis of host defense proteins releases in situ an active peptide.

100 —| g —
80
60 —
40—

20: I I
0—_ T T
© N

Q

(}« ™ Be) N .
R
<

% Bacterial cell viability over Ctrl

ECP(0-38) (uM)

Fig. 3. Graph of the bacteria cell viability measured by the BacTiter-Glo™ method.
The ECP(0—38) peptide activity was tested at a concentration range up to 16 uM over
both E. coli (black) and S. aureus (white) cell cultures in comparison with ECP at 4 pM.
Cells were incubated for 1 h and the percentage of viable cells was calculated in
relation to control untreated cells.
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Fig. 4. Growth evolution assessed by optical density at 600 nm of E. coli cell culture
after incubation with the ECP(0—38) peptide at 10 pM (O ) compared with ECP at 4 uM
(®@). The values are a mean of three independent experiments.

It is interesting to note that while the other RNase A family partners
include in their sequences other Lys residues, ECP has only retained
one. In fact, Lys38 is conserved in all the family members, as part of
the active site catalytic triad. Moreover, during eosinophil RNases
divergence from the ECP/EDN common ancestor, ECP lineage
retained only one Lys, but acquired a considerable number of Arg
residues. The ECP/EDN divergent evolution lead to the ECP hominoid
primate genes, which only retained the catalytic Lys38, while less
evolved ECP primates and all the EDN counterparts maintain some
additional Lys residues [49] (Fig. S3). The other closest ECP homo-
logues, the eosinophil associated RNases (Ears), which are secreted
by rodent eosinophils and can also display some antimicrobial
activity, present one or two more Lys residues (Fig. S3).

Unfortunately, the literature on the potential proteases involved
in a directed in situ proteolysis is scarce. Lys-endoproteinases are
described in some bacteria species [35] but there is currently no
evidence of this activity in a physiological activation process during
the host immune response.

3.3. Chemical cleavage of ECP

To complement the enzymatic proteolytic analysis, we also per-
formed a chemical cleavage on ECP. The cyanogen bromide (CNBr)
chemical treatment was chosen for the selective Met cleavage at
the carboxyl side of the unique Met27. Surprisingly, a battery of
digestion products was collected. Characterization of the chemical
proteolysis products indicated that proteolysis had taken place at
the carboxyl side of not only Met but also Trp residues (Fig. 1). This
behaviour was also previously reported for some other proteins
[50—52]. The selective cleavage after Trp residues has been related to
a promoted oxidation and degradation of the indole ring, although
the chemical explanation is not fully known [52]. In fact, a protocol
for specific cleavage at the carboxyl side of Trp residues has been set
up, combining a first oxidation step followed by CNBr cleavage [53].
In our particular experimental setting, the preliminary protein
treatment with iodoacetamide may have favoured the additional
cleavage at the Trp residues. The protein carboxyamidomethylation
treatment was performed to prevent the formation of potential inter
and intramolecular disulfide bridges between free Cys of the peptide
digestion products. The CNBr treatment was appropriate for our
purpose as it provided a collection of fragments of variable size at the
protein N-terminus (Fig. 1).

The CNBr digestion products were purified by reverse phase
HPLC chromatography using a C18-Symmetry column (Fig. 5;
Table S1). Representative fractions were characterized by checking
their MW by MALDI-TOF and the N-terminal sequencing of the first
up to 8 residues, which confirmed the cleavage after residues W10,
M27 and W35 (Fig. 1 and Table S1). No cleavage after the MetO
residue of the recombinant protein was observed at the assayed
conditions, as determined by N-terminal sequencing. Fractions 3,15
and 20, as indicated in the HPLC chromatography profile, corre-
spond to fragments F11-M27, R28-W35 and F11-W35 respectively.
A silver staining SDS-18%PAGE was also performed to detect the
presence of the higher MW fragments in each fraction (Fig. S4). By
SDS-PAGE analysis we could identify at the end of the reverse
phase chromatography the fragments corresponding to the protein
C-terminus (Table S1). The elution peak corresponding to the
denatured protein (ECPdnt) prior to digestion was also located at
the end of the chromatography, and corresponded to an elution
time of about 80 min in the same chromatographic conditions.

Collected aliquots from the chromatography profile were
assessed for bactericidal activity and active peptides were
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Fig. 5. A) HPLC chromatography profile of CNBr ECP cleavage products by reverse
phase chromatography using a C18-Symmetry column. Solid line corresponds to
absorbance at 280 nm. The fractions which have been collected for further charac-
terization have been highlighted in the graph. B) An aliquot of each fraction was tested
for bactericidal activity. Lethality percentage in E. coli bacteria cells was calculated as
a measurement of percentage reduction of bacteria viable cells in relation to control
untreated cells, as measured by the BacTiter-Glo™ method, as detailed in the meth-
odology section. The correspondence of fraction numbering is detailed in Table S1.
Representative selected fractions were assayed. Only aliquots corresponding to peak
fractions are shown. The values are a mean of three experiments, and their respective
error bar standard deviation is indicated. ECP activity at 4 uM was assayed as a positive
reference control.



336 D. Sanchez et al. / Biochimie 93 (2011) 331-338

identified. Bactericidal activity was evaluated by assessing the
bacteria cell viability on treated E. coli cultures using the BacTiter-
Glo™ kit (Fig. 5; Table S1). An equivalent activity profile was
recorded on S. aureus cell cultures (results not shown). A further
comparison of representative fractions was performed by regis-
tering the kinetic profile for up to 24 h of an E. coli treated culture
(Fig. 6). Results indicate that the R28-W35 and the F11-W35 are the
most active fragments. No activity was registered at the end of the
chromatogram, corresponding to the C-terminus bigger fragments
(Fig. 5; Table S1).

3.4. Comparison of ECP cleavage products with synthetic
ECP derived peptides

To further delimitate the ECP antimicrobial region, we have
compared the bactericidal activity of the most active fragment with
ECP synthetic peptides. A first comparison between enzymatic and
chemical cleavage products indicated that the ECP(0—38) fragment
provided the highest bactericidal activity (Figs. 7 and 8). The
synthetic peptides ECP(1—19), ECP(24—45) and ECP(1—45) corre-
spond to the protein primary structure, where Cys residues (Cys 23
and Cys 37) have been substituted by Ser to avoid the potential
formation of intermolecular disulfide bonds [32].

Further comparison of the ECP(0—38) peptide with the ECP
N-terminus derived synthetic peptides (Figs. 7 and 8) indicates that
the fragment released by Lys-endoproteinase cleavage, ECP(0—38),
is the most active, being even slightly more active than the ECP
(1—45) synthetic peptide. On the other hand, the current evaluation
of synthetic peptides activity using the bacteria viability test (Fig. 7)
confirmed previous reported data, where the peptide potency was
analysed by the reduction of the colony forming units (CFU) [32].
For all peptides, no overall significant differences are detected for
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Fig. 6. Graph of bactericidal activity of selected HPLC reverse phase chromatography
fractions collected from the ECP digestion with CNBr. Activity on E. coli cell cultures was
assessed by following the bacteria cell viabilities profile as a function of time using the
BacTiter-Glo™ kit. The measurements are calculated over the reference non-treated cell
control. Fractions are named according to Fig. 5 and fraction number correspondence
with chromatography elution time is detailed in Table S1. Each chromatography fraction
was assayed for bactericidal activity as detailed in the methodology section. ECP was
tested at 4 uM. The points are a mean of three independent experiments, and error bar
is the standard deviation.
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Fig. 7. Comparison graph of bactericidal activity of the ECP(0—38) proteolytic fragment
with the ECP N-terminal synthetic peptides. Bacteria cell viabilities of E. coli (A) and S.
aureus (B) treated cell cultures were assessed using the BacTiter-Glo™ methodology.
The cell viability percentages are calculated in relation to the non-treated cell cultures.
Bacteria cells were incubated for up to 24 h with peptides at 10 pM and ECP at 4 pM.
The values are a mean of three independent experiments, and the error bar is the
standard deviation.

both tested species. A summary of all the tested peptides is shown
in Fig. 8. A qualitative comparison of their respective bactericidal
activity delimitates the 1—-38 segment as the key region, which in
its turn includes the 28—35 active stretch.

The results corroborate previous data by site-directed muta-
genesis which highlighted the main contribution of W35R36 in both
the membrane lytic and cytotoxic activities [3,54]. Direct interaction
of W35 with lipid bilayers was also confirmed by biophysical char-
acterization [4] and potential interactions of N-terminus residues
with glycosamynoglycans were suggested by site-directed muta-
genesis [55] and molecular docking modelling [56]. High affinity
binding to bacteria wall glycosaminoglycans would contribute to the
protein action on both Gram-negative and Gram-positive strains [5].
Moreover, the 1—38 sequence also overlaps the antimicrobial region
predicted by our recently developed bioinformatic approach [48]. In
fact, the protein N-terminus complies the basic biophysical requi-
sites for antimicrobial peptides [57,58]. The active region presents an
amphipathic composition and high pl and its tendency to adopt
a predominant helix conformation on a lipid environment would
facilitate its membrane disruption properties. The structural char-
acterization of the N-terminus synthetic derived peptides [32,59]
suggests that the 0—38 fragment could also adopt a predominant
a-helix conformation when interacting to the lipid bilayer. In fact,
the previously characterized 1-19 and 1—45 segment by NMR was
found to present a predominantly unstructured conformation in
aqueous solution with a tendency to form two helices, which is
enhanced in the presence of an organic solvent or lipid micelles [59].
NMR analysis of the ECP(1—45) peptide confirmed that the
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Fig. 8. Scheme including all the characterized peptides and a qualitative comparison of their respective bactericidal activities. Relative bactericidal activity, as assessed using the
BacTiter-Glo™ assay on E. coli cell culture, as described in the methodology. Secondary elements corresponding to the ECP three dimensional structure (1QMT.pdb, [61]) are

depicted at the top.

boundaries of the first a-helix matches the corresponding native o
helix in the protein (from residues 6 to 15), while the protein
ap-helix is lengthen in the peptide, spanning from residue 23 to the
C-terminus [59]. Circular dichroism spectra of N-terminal synthetic
peptides in the presence of SDS micelles also revealed an increase of
their a-helix conformation [32]. The peptide structuration on lipid
bilayers should facilitate its membrane disruption activity, a process
which might not be easily achieved by the full length polypeptide.

On the other hand, the ECP N-terminus includes an hydrophobic
aggregation prone stretch which could trigger the observed protein
aggregation on lipid bilayers and bacteria cell agglutination activity,
promoting the bacteria cell death [7,32]. In fact, recent results
from our group by site-directed mutagenesis confirmed the direct
involvement of residue 13 in the protein aggregation activity [60].

To end up, we should emphasize that the identified protein
sequence cannot fully reproduce the protein antimicrobial activity.
Thus, we cannot discard the potential contribution of other protein
regions in its mechanism of action and further research would be
performed to fully understand the protein function structural
determinants.

4. Conclusions

Enzymatic and chemical cleavage of ECP was proven successful
for the identification of the sequence determinants for ECP
antimicrobial activity and confirmed the main role of the protein
N-terminus. The data also corroborated that the 11-35 internal
sequence, and in particular the 28—35 stretch, is essential for the
protein activity. The identified region is involved in both the protein
aggregation and bacteria envelope binding properties. We
hypothesize that the first N-terminus residues may work in vivo as
a functional peptide, as reported for other antimicrobial proteins
that release in situ functional proteolytic fragments. The ECP
N-terminus includes two helices that provide an amphiphilic
nature, with alternating polar and non-polar faces. The segment
could represent the protein leader active region that could serve
both as a membrane disruption and bacteria cell agglutination
domain, triggering the protein cytotoxic mechanism.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL

Table S1. A) Correspondence of fraction numbering from aliquots collected from the
Symmetry C18 reverse phase chromatography profile as shown in figure 5. B)
Experimental and theoretical information data related to the characterized fragments.

Figure S1. SDS-15%PAGE activity staining gel containing polyU at 0.12 mg/ml as
RNase substrate. Aliquots of denatured ECP (ECPdnt) were compared with native ECP
(ECPnat). Lanes: A) ECPdnt at 0.4 uM, B) ECPdnt at 0.2 uM, C) ECPdnt at 0.02 uM, D)
negative control and E) ECPnat at 0.2 uM . All the wells were loaded with a final volume
of 5 ul.

Figure S2. SDS-18% PAGE silver stained. A: Purified ECP(0-38) fragment, indicated by
an arrow, B: undigested denatured ECP. The two weight markers have been taken from a
separate lane.

Figure S3. Alignment of ECP representative homologues among primates and rodents:
human ECP, Homo sapiens (P12724); chimpanzee ECP, Pan troglodytes (P47780); gorila
ECP, Gorilla gorilla (P47778); crab-eating macaque ECP, Macaca fascicularis (P47779);
orangutan ECP, Pongo Pygmeus (P47781); tamarin EDN, Saginus labiatus (Q8SPY?3); rat
Earl1, Rattus norvegicus (P70709) and mouse Ear9, Mus musculus (Q9R124). Pairing
cysteines are indicated at the bottom. Non conserved lysines are highlighted, Star
indicates the conserved lysine 38. The figure was created using the ESPript software
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/). Secondary elements corresponding to the ECP three
dimensional structure (1QMT.pdb, [61]) are depicted at the top.

Figure S4. Silver staining of SDS-18%PAGE electrophoresis for selected HPLC fractions
of ECP digested with CNBr (fractions are numbered as detailed in table S1). Each well
was loaded with 5 pl of each fraction lyophylized and resuspended in 100 ul of deionized
water.



Table S1

A
Fraction | Volume (ml) Fraction Volume (ml)
1 0-2 16 54-56
2 2-4 17 56-58
3 4-6 18 58-60
4 6-8 19 60-62
5 8-14 20 62-64
6 14-20 21 64-66
7 20-22 22 66-68
te] 22-26 23 68-70
9 26-30 24 70-72
10 30-38 25 72-76
11 38-42 26 76-78
12 42-48 27 78-80
13 48-50 28 80-84
14 50-52 29 84-85
15 52-54 30 85-87
31 87-90
32 90-92
B
Fragment N-terminal Estimated pl Bactericidal HPLC Frac. n°
sequence’ activity

F11-M27 FAIQ 8.26 +/- 3

MO0-M27 MRPPQFTR 11.27 - 5-6

R28-W35 RAINNYR 10.84 +++ 15

F11-W35 FAIQHISL 10.76 ++ 20

ECP n.d’ ~9.65 - 32

C-terminal

' As confirmed by N-terminal sequencing.

? Qualitative estimation of bactericidal activity on E. coli cell culture, taking as a
reference native ECP at 4 uM. Each + represents about 25% of activity respect to ECP.
3 n.d not determined. The fraction could not be evaluated, as it included more than one
protein C-terminal fragment, as confirmed by SDS-PAGE.
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