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I-Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista que representa un problema
importante a nivel de la salud, ya que es uno de los aislamientos hospitalarios méas
comunes. Este bacilo Gram negativo constituye ademas la principal causa de muerte en
individuos con fibrosis quistica, siendo la formacién de biofilms un factor clave en la
resistencia a antibioticos y la cronicidad de la infeccion. En este sentido, el segundo
mensajero 3°,5 -diguanilato ciclico (di-GMPc) juega un rol central en la transicion
desde un estado maovil y de vida libre a uno sésil, multicelular y asociado a superficies.
En particular bajos niveles de este segundo mensajero se asocian a cepas hipermoviles e
incapaces de formar biofilms mientras que niveles altos se corresponden con el fenotipo
opuesto. Los niveles de di-GMPc estdn controlados a través de su sintesis y
degradacion. La sintesis de di-GMPc es, catalizada por un grupo de enzimas, las
diguanilato ciclasas, mientras que la hidrdlisis es catalizada por fosfodiesterasas. El
genoma de P. aeruginosa codifica un gran nimero de enzimas con actividad diguanilato
ciclasa y fosfodiesterasa, y en base a caracterizaciones fenotipicas de cepas donde estos
genes han sido individualmente eliminados, se ha postulado que cada una de estas
enzimas tiene un rol biologico diferente. En este trabajo nos centramos en una
fosfodiesterasa en particular, codificada por el gen PA2133. Datos previos indican que
esta enzima cumple un rol fundamental en la regulacién de la formacién de biofilms,
biopeliculas y la citotoxicidad mediada por el sistema de secrecion tipo 111, dos procesos
relacionados a la adhesidn de bacterias a superficies abidticas y biéticas. Con el fin de
caracterizar a nivel molecular la regulacion de estos procesos por el gen PA2133
generamos una cepa que sobreexpresa esta enzima y llevamos a cabo estudios
protedmicos comparativos. Utilizando dos estrategias protedmicas complementarias
(DIGE vy shotgun) demostramos que la cepa que sobreexpresa la proteina PA2133 posee
severamente afectados cuatro procesos o estructuras centrales en la patogénesis: la
adhesion a superficies bidticas y abidticas, la movilidad, el sistema de secrecion tipo 1l
y la quimiotaxis. Algunos de estos resultados son esperados para una cepa con bajos
niveles de di-GMPc y se enmarcan dentro del modelo actual. Sin embargo, de este
trabajo surgen nuevos procesos regulados por este segundo mensajero e incluso algunos
resultados que cuestionan el modelo vigente asi como nuestro entendimiento sobre la

regulacion mediada por di-GMPc.



I1-INTRODUCCION

1-Pseudomonas aeruginosa

En 1882, el farmacéutico y bacteridlogo del Institut Pasteur (Paris, Francia), Carle
Gessard, llevo a cabo el trabajo titulado "On the blue and green colorations that apears
in bandages" (Gessard 1882). Intrigado por el color azul verdoso de algunos apdsitos
llevé a cabo el aislamiento de un patdégeno productor de los pigmentos pioverdina y
piocianina. En este trabajo Gessard caracterizd fisicoquimicamente a la piocianina y
describié al patogeno que la producia como un organismo aerobico, de 1-1,5um de
tamafio, muy movil y capaz de crecer en diversos fluidos bioldgicos. Este patdgeno,
originalmente denominado Bacillus pyocyaneus, es la bacteria Pseudomonas
aeruginosa, un bacilo Gram negativo de amplia distribucién en el ambiente y que
presenta una gran versatilidad en lo que respecta al uso de sustratos como fuente de
carbono y nitrégeno.

P. aeruginosa es capaz de infectar tanto animales como plantas, aunque habitualmente
no causa efectos nocivos para la salud humana. Sin embargo, en caso de existir dafio
tisular o inmunocompromiso P. aeruginosa es capaz de producir infeccion e incluso de
causar la muerte. Esta bacteria oportunista representa un problema importante a nivel de
la salud, ya que es uno de los patdgenos intra-hospitalarios mas comunes (Joseph et al
2010, McGrath & Asmar 2011, Toddard 2008). Se presenta frecuentemente en pacientes
cateterizados, quemados severos, trasplantados, pacientes con respiradores artificiales,
aquellos que reciben quimioterapia y los que padecen de SIDA (Engel 2003, Joseph et
al 2010, Lopez & Cortes 2012, McGrath & Asmar 2011). Fuera del ambiente
hospitalario, puede producir Ulcera de cdérnea en usuarios de lentes de contacto,
endocarditis en individuos consumidores de drogas intravenosas, y es una de las
principales causas de infecciones cronicas y muerte en individuos que padecen de
fibrosis quistica (Mandell 2000).

P. aeruginosa posee multiples caracteristicas que la hacen un patégeno dificil de atacar.
Entre ellas se destacan: necesidades nutricionales minimas que le permiten habitar casi
cualquier ambiente (es capaz de crecer en jabdn, desinfectantes, agua destilada, etc.), la
aparicion de cepas multirresistentes a antibidticos y la capacidad de formacion de

biofilms.
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1.a-Biofilms

Los biofilms son comunidades bacterianas inmersas en una matriz de exopolisacarido
de produccion propia, capaces de tolerar las dosis de antibidtico efectivas para bacterias
individuales y que se encuentran asociadas a una superficie bidtica o abidtica (Harmsen
et al 2010, Klausen et al 2003). La formacion de biofilms es una estrategia utilizada por
muchas bacterias patdgenas y no patégenas que se ha visto implicada en fendmenos
tales como la supervivencia, el aumento de virulencia y la resistencia a antibidticos
(Harmsen et al 2010, Klausen et al 2003). En el caso particular de las infecciones, la
formacion de biofilms suele representar un obstaculo para el tratamiento. Una hipétesis
que explica este fendmeno es que la matriz de exopolisacarido impone una barrera fisica
a la difusion del antibiotico y de las células efectoras del sistema inmune que trabajan
conjuntamente en la eliminacion de patégenos. Dado que el hospedero no es capaz de
erradicar eficazmente la infeccion, los procesos infectivos asociados a biofilms suelen
ser cronicos (Lasa et al 2005).

El proceso de formacion de biofilms consta de diferentes pasos o estadios, siendo la
transicion desde una forma de vida planctonica a una asociada a superficie un paso
temprano clave (Harmsen et al 2010, Klausen et al 2003). Actualmente se conoce muy
poco sobre las caracteristicas de esta transicion, especialmente cuando se trata de la
formacion de biofilms sobre superficies bidticas. En nuestro grupo de trabajo hemos
visto que cuando se infectan células epiteliales polarizadas con P. aeruginosa en fase de
crecimiento estacionaria rapidamente se forman agregados sobre la superficie de las
mismas (figura 1) (Lepanto et al 2011). Estos agregados no se encuentran preformados
en cultivo sino que se forman de novo sobre la superficie celular (figura 2) (Lepanto et
al 2011).

Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido de agregados de P.
aeruginosa formados sobre la superficie apical de células MDCK. La barra de escala

representa 2pum.
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Figura 2. Imagenes de microscopia confocal de agregados de P. aeruginosa
formados sobre la superficie epitelial.
Células MDCK fueron co-infectadas con cultivos de P. aeruginosa que expresan
establemente GFP o m-Cherry. Los agregados formados poseen ambos tipos de
bacteria lo que indica no se encontraban preformados en cultivo. Los ndcleos fueron
tefiidos con TOPRO. Barra de escala A: 10 pum. B: 5 um (Lepanto et al 2011)

En este sentido, un trabajo reciente indica que estos agregados poseen caracteristicas
tipicas de los biofilms, como matriz extracelular de exopolisacarido y elevada
resistencia al tratamiento con antibidticos (Tran et al 2014). Mediante video
microscopia confocal nuestro grupo de trabajo observo que los mismos se forman por
reclutamiento de bacterias que nadan libremente (Lepanto et al 2011). El estudio de la
dinamica del proceso de formacién muestra que se generan en un periodo que ronda los
10 minutos. En primera instancia, una bacteria individual se une a la célula hospedadora
y permanece alli por varios minutos. Luego de este periodo se dispara el reclutamiento y
adhesion colectiva de bacterias que da lugar a la formacion del agregado (Lepanto et al
2011). Si bien los mecanismos moleculares involucrados en la adhesion y reclutamiento
temprano sobre superficies bidticas son aun poco comprendidos, se han identificado
estructuras y vias de regulacion que son claves en estos procesos. Existen multiples
evidencias de que apéndices bacterianos como el pili tipo IV, el flagelo y el sistema de
secrecion tipo I11 (SSTT) juegan un papel crucial en estos procesos (Klausen et al 2003,
Tran et al 2014). En este sentido, en los ultimos tiempos ha cobrado gran relevancia el
segundo mensajero 3",5"-diguanilato ciclico (di-GMPc) como una molécula central en
la regulacion de estos apéndices, asi como en la transicion de un estado de vida movil a
uno sésil y asociado a superficie (Romling et al 2013).
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1.b-Apéndices de movilidad

I- Flagelo

El flagelo es una estructura multiproteica altamente compleja, de unos 15-20 nm de
diametro y varios um de largo, cuya sintesis y funcionalidad requieren de la expresion
de alrededor de 50 genes (Macnab 2003, Shapiro 1995, Wolfe & Visick 2008).

P. aeruginosa posee un unico flagelo polar, que permite a la bacteria moverse en medio
liqguido a expensas de ATP y responder a la presencia de diversos compuestos
(quimiotaxis) (Kato et al 2008, Sampedro et al 2015, Wadhams & Armitage 2004).

El flagelo estd compuesto por varias unidades funcionales (Macnab 2003, Shapiro 1995,
Wolfe & Visick 2008) (figura 3):

Un cuerpo basal, formado por los siguientes componentes:

-una serie de anillos insertos en la membrana interna denominados "anillos MS",
compuestos por subunidades de FliF.

-un tubo que atraviesa el peptidoglicano denominado "anillo P", compuesto por
subunidades de Flil.

-un anillo inserto en la membrana externa denominado "anillo L" compuesto por
subunidades de FliH

-un tubo distal formado por FIgF y FIgG y un tubo proximal formado por FIgB, FIgC y
FIiE. Estos tubos atraviesan el periplasma y conectan el cuerpo basal con el hook.

Un motor generador de torque, dividido en dos subunidades funcionales: Un rotor y
un estator. El rotor esta formado por subunidades de FIiG que interaccionan en forma no
covalente con el anillo MS. EI estator esta formado por las proteinas transmembrana
MotA y MotB, que interaccionan con el cuerpo basal y la capa de peptidoglicano

Un interruptor que permite invertir el sentido de giro del flagelo. EI mismo esta
compuesto por las proteinas FliG, FliM y FliN, que en conjunto forman el "anillo C".
Un conector que actua de gancho o hook, un cilindro hueco compuesto por FIgE, a
través del cual pasan los componentes del filamento flagelar.

Un filamento flagelar helicoidal, hueco, equivalente a la propela de un barco: el
movimiento en sentido antihorario permite a la bacteria moverse hacia adelante
mientras que el movimiento en sentido horario le permite cambiar de direccion
(tumbling) (Shapiro 1995). El filamento flagelar en P. aeruginosa puede estar
compuesto por dos tipos diferentes de flagelina dependiendo de la cepa: de tipo A, o de
tipo B (FIiC).
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Proteinas de union y proteinas de tipo "“tapon’™ o capping: Las proteinas de union
FlgL y FIgK anclan el filamento flagelar al hook. Por otra parte, FliD, la proteina de
capping se encuentra en el extremo mas distal del filamento flagelar y su funcién es

evitar la depolimerizacién del mismo.

proteinas de
capping >

proteinas de > Filamento

uniéon

J

______ [Feo| ~gancho o hook

J\.

membrana externa
peptidoglicano
motor

membrana interna

>cuerpo basal

J

} interruptor

(Fan [ mw [ ms | mr ] [Fee] W% | oenestempranos
FI:D

interruptor

DN& genes tardios

[Ema— o—»

Figura 3. Esquema del flagelo donde se encuentran indicadas las distintas subunidades
funcionales y sus componentes. Tomado de KEGG http://www.genome.jp/kegg

La expresion de proteinas del flagelo es un proceso jerarquizado (Kutsukake et al 1990).
Las proteinas se pueden agrupar en 3 grupos segun el momento de su transcripcion:
tempranas, intermedias y tardias. Entre las proteinas tempranas se encuentran los
activadores transcripcionales FIhD y FIhC. El grupo de proteinas que se expresan a
tiempos intermedios estd compuesto por proteinas implicadas en la formacion del
cuerpo basal y el hook mientras que las tardias son aquellas proteinas que participan en
la formacion del motor y el filamento flagelar (Kutsukake et al 1990). Por otra parte,

mientras que los componentes insertos en membrana son secretados a través de la via
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11-Pili tipo IV

El pili tipo 1V es un apéndice compuesto por multiples filamentos localizados en forma
polar. Posee alrededor de 5 nm de diametro y de 1-4 um de largo en promedio, aunque
puede superar los 10um (Ramos 2006). Es responsable de la movilidad denominada
twitching, en contraposicion a swimming que es la movilidad dependiente de flagelo. En
la movilidad de tipo twitching la bacteria se traslada sobre superficies solidas a través
ciclos de extension y retraccion del pili, mientras que la movilidad de tipo swimming se
da en medio liquido como consecuencia de la rotacion del flagelo (figura 4) (Kearns
2010).

Swimming
—_—
Flagelo
Twitching
—_

&:\w

e Pili 5

Figura 4. Esquema que ejemplifica los movimientos
dependientes de flagelo (swimming) y pili tipo 1V (twitching).
Adaptado de Kerns et al, 2010

Como ya se menciono, el pili tipo 1V también es una estructura clave en la adhesion a
superficies y formacién de biofilms, asi como un importante factor de virulencia en P.
aeruginosa (Klausen et al 2003, Tran et al 2014). Si bien esta estructura ha sido menos
caracterizada que el flagelo, se sabe que unos 40 genes participan en su biogénesis y
regulacion (Bertrand et al 2010, Burrows 2012, Mattick 2002). Los componentes mas
importantes del pili tipo IV se resumen en la figura 5. El mismo est4 compuesto por
cuatro subunidades funcionales o subcomplejos (Burrows 2012, Ramos 2004):
Complejo de membrana externa, compuesto por una secretina y su pilotina La
secretina estd compuesta por dodecameros de PilQ y forma un canal inserto en la
membrana externa a través del cual pasa la fibra del pili. La pilotina PilF, es una
lipoproteina responsable del correcto posicionamiento de PilQ en la membrana asi como
de su oligomerizacion.

Complejo motor de membrana interna, compuesto por una proteina de plataforma

inserta en la membrana, PilC, a la cual se anclan las proteinas citosolicas que actian
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como pilina polimerasa (PilB) y depolimerasa (PilT). Tanto PilB como PilT son
ATPasas y se cree que su actividad es modulada por otra ATPasa, PilU. Finalmente,
PilD, la peptidasa de prepilina, es una enzima inserta en la membrana interna, requerida
para la degradacion del péptido lider de la pilina (la subunidad estructural del filamento
del flagelo) asi como para la metilacion de su fenilalalnina N- terminal.

Complejo de alineamiento, que conecta al complejo motor de membrana interna con el
complejo de membrana externa y se extiende a través del periplasma, asegurando el
correcto posicionamiento de la fibra del pili. Esta compuesto por las proteinas PilM,
PilN, PilO, PilP (cuya funcion es poco entendida pero poseen homologia con proteinas
del complejo de alineamiento del sistema de secrecion tipo 1) y FimV, una proteina de
97 KDa, que es fundamental para el ensamblaje de la secretina y se cree que remodela
peptidoglicano para permitir el pasaje de subunidades de PilQ asi como el anclaje de los
componentes del pili.

Filamento del pili, compuesto por subunidades de PilA y otras pilinas minoritarias, que
son preprocesadas en su extremo N terminal por PilD previo a su ensamblaje.

Filamento

] ' membrana
Complejo de externa
membrana _ _
externa - - peptidoglicano

membrana
interna
Complejo
motor

Complejo de
alineamiento

Figura 5. Esquema del pili tipo 1V donde se encuentran indicados
los principales componentes. Adaptado de Burrows 2012

Tanto el flagelo como el pili tipo IV poseen sistemas quimiosensores asociados. En
conjunto, estos sistemas le permiten a la bacteria responder frente a estimulos quimicos
a través de sus estructuras de movilidad. Las histidin kinasas asociadas a estos sistemas
quimiosensores se denominan CheA y ChpA respectivamente. A continuacion se detalla

brevemente el conocimiento actual sobre dichos sistemas.
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1.c-Quimiotaxis

P. aeruginosa es capaz de sensar la presencia de compuestos de naturaleza variada en el
medio y responder a cambios en la concentracion de los mismos a través del
redireccionamiento en su movimiento. Este redireccionamiento es orquestado por las
dos principales estructuras de movilidad de P. aeruginosa: el flagelo y el pili tipo IV.
Esto le permite moverse hacia zonas con altas concentraciones de nutrientes, colonizar
hospederos (en forma parasitaria 0 simbionte) y generar una respuesta de repulsion
frente a la presencia de estimulos quimicos potencialmente nocivos (Kato et al 2008,
Sampedro et al 2015).

Los cambios en el direccionamiento estdn orquestados a través de receptores de
quimiotaxis denominados Methyl accepting-chemotactic proteins (MCPs). Los MCPs
son proteinas de membrana interna que salvo raras excepciones (como el receptor de
aerotaxis) poseen un dominio periplasmico de unién a ligando (Ligand-binding region,
LBR). Adicionalmente estas proteinas presentan un dominio citosélico altamente
conservado de recepcion de grupos metilo (Methyl-accepting, MA) que es utilizado
como criterio de anotacion de MCPs (Ferrandez et al 2002). Si bien P. aeruginosa
codifica 26 MCPs en su genoma, solo se conoce la funcion de 13 de estas proteinas
(Croft et al 2000, Kato et al 2008, Stover et al 2000). Cabe destacar que de estos 26
MCPs solo uno (PilJ) se ha visto involucrado en la quimiotaxis dependiente del pili tipo
IV; el resto participa en la quimiotaxis dependiente de flagelo (Kato et al 2008,
Sampedro et al 2015).

La respuesta de quimiotaxis ha sido observada para compuestos de naturaleza variada
como ser aminoacidos, fosfato inorganico, lipidos, oxigeno, etileno, benceno, tolueno,
phenol, acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos (citrato, malato, succinato), oligopéptidos
azlcares, vainillina, vainillato, nitrato y nitrito. Muchos de ellos son componentes
naturales de exudados vegetales y secreciones animales (Kato et al 2008), lo que refleja
la importancia de la respuesta de quimiotaxis en el establecimiento de la relacion con el
hospedero.

Como se menciond anteriormente, la union de un ligando al dominio periplasmico del
receptor MCPs desencadena una sefial que es transmitida al flagelo o al pili tipo IV. La
transmision de esta sefial ha sido extensamente caracterizada para el circuito del flagelo.
En forma resumida, este sistema cuenta con 4 componentes fundamentales (Sampedro
et al 2015, Wadhams & Armitage 2004):
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Un modulo sensor, compuesto por receptores MCP, que unen al ligando y participan en
la respuesta adaptativa. Como consecuencia sufren cambios en el estado de metilacion
de residuos de glutamato.

Un modulo de transduccion, formado por el receptor MCP, la proteina adaptadora
CheW vy la histidina quinasa CheA. Como consecuencia de la unién del ligando al MCP,
se modifica la actividad autoquinasa de CheA. CheA transfiere el grupo fosfato a los
reguladores de respuesta CheB y CheY que forman parte de los modulos ejecutor y de
retroalimentacion.

Un modulo ejecutor representado por el regulador de respuesta CheY, que actla
directamente sobre el motor flagelar. La forma fosforilada de este regulador de
respuesta interacciona con las proteinas del interruptor del flagelo (ver figura 3)
favoreciendo la rotacién del flagelo en sentido horario y como consecuencia, un cambio
en la direccion del movimiento.

Un médulo de retroalimentacion que modula el estado de metilacion del dominio
citosolico del MCP. Est4 compuesto por una metiltransferasa (CheR) que se encuentra
constitutivamente activa y una metilesterasa (CheB) que se activa en respuesta a la

fosforilacion por CheA.

La figura 6 muestra un esquema del circuito de quimiotaxis dependiente de flagelo. El
mismo involucra alrededor de 20 genes del sistema Che, distribuidos en 5 clusters. Si
bien esta via ha sido poco caracterizada para el pili tipo 1V, se cree que la misma es
similar a la descripta para el flagelo, ya que algunos de los genes pertenecientes al
cluster Pil-Chp (involucrado en la biogénesis del pili) presentan homologia de secuencia
con proteinas pertenecientes a los 4 mddulos descriptos para el sistema Che (Bertrand et
al 2010, Leech & Mattick 2006, Whitchurch et al 1991, Whitchurch et al 2004).
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Figura 6. Esquema del circuito de quimiotaxis dependiente de flagelo en P.
aeruginosa..Se indican los principales componentes y modulos. Adaptado de
Sampedro et al, 2014.
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1.d-Sistema de secrecion tipo 111

El sistema de secrecion tipo Il (SSTT) es uno de los principales determinantes de
virulencia en P. aeruginosa. Es una estructura evolutivamente relacionada al flagelo,
similar a una jeringa que se encuentra inserta en las membranas interna y externa de la
bacteria (Galle et al 2012, Hauser 2009). Esta estructura atraviesa el espacio extracelular
y perfora la membrana plasmética del hospedero liberando exotoxinas en el citoplasma
del mismo. En su biosintesis y regulacion participan alrededor de 40 genes distribuidos
en 5 operones (Galle et al 2012, Hauser 2009).

Estructuralmente se puede dividir al SSTT en 4 subcomplejos (ver figura 7):

El Complejo aguja o inyectisoma es la estructura responsable del transporte de los
efectores al citoplasma del hospedero. Estd constituido por un cuerpo basal y el
filamento de la aguja:

-El cuerpo basal esta formado por dos anillos, uno inserto en la membrana interna,
formado por la proteina PscJ y una secretina inserta en la membrana externa, formada
por PscC.

-El filamento de la aguja esta principalmente formado por subunidades de PscF que se
ensamblan en un filamento hueco a través del cual viajan los efectores y asi como
componentes del translocador. Ademas de permitir la translocacion de los efectores, el
filamento de la aguja actGa como sensor para el contacto con la célula hospedera (Galle
et al 2012, Hauser 2009).

El translocador se ensambla en el extremo distal del inyectisoma, formando un poro
que se inserta en la membrana del hospedero. El poro esta compuesto por PopB y PopD,
mientras la proteina PcrV forma una plataforma que une dicho poro con el filamento de
la aguja, minimizando la liberacion de exotoxinas al medio extracelular (Galle et al
2012, Hauser 2009). En condiciones en las que no hay contacto con la célula hospedera,
la secrecion basal de efectores al medio extracelular es muy baja, siendo menor al 0,1%
de la toxina producida por la bacteria (Sundin et al 2004).

Cuatro exotoxinas o efectores son translocados a través del sistema de secrecién tipo
tres: ExoS, ExoT, ExoU y ExoY. Curiosamente, ninguna cepa cuenta con las cuatro
toxinas ya que ExoS y ExoU son mutuamente excluyentes (Feltman et al 2001).

ExoS y ExoT poseen 76% de homologia de secuencia. A través de sus actividades ADP
ribosil transferasa y GAP (GTPase activating protein) provocan la depolimerizacion del

citoesqueleto de actina e inducen la muerte celular por apoptosis. ExoU posee actividad
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fosfolipasa e induce la lisis celular mientras que ExoY posee actividad adenilato ciclasa
y su funcion en la patogénesis es aln desconocida (Galle et al 2012, Hauser 2009).
Chaperonas: Existen tres tipos de chaperonas que se asocian a las diferentes proteinas
del SSTT. Las de clase | asisten a las proteinas formadoras de poros, las de clase Il a las
que forman el inyectisoma, y por altimo las de clase Il asisten el plegamiento de los
efectores y los mantienen en estado inactivo mientras permanecen en el citosol de la
bacteria (Galle et al 2012, Hauser 2009).
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Figura 7. Esquema del sistema de secrecion
tipo Il donde se indican sus principales
componentes. Adaptado de Galle et al, 2012.

interna

Bacteria

21



2-di-GMPc

Los mecanismos que regulan la transicion entre un estado de alta movilidad hacia uno
sésil y asociado a superficie son poco conocidos. En este sentido, se ha visto que el
3",5"-diguanilato ciclico (di-GMPc), un segundo mensajero ubicuo en bacterias, posee
un rol clave en comportamientos multicelulares y de unién a superficies. EI modelo
actual sostiene que altos niveles de di-GMPc se corresponden con un estado sésil,
multicelular y asociado a superficie mientras que bajos niveles se corresponderian con
un estado movil y de vida libre (figura 8) (Hengge 2009, Hengge 2013, Jenal & Malone
2006, Romling et al 2013, Ryan et al 2006). Si bien los blancos moleculares especificos
involucrados en la sefializacion por di-GMPc han sido poco caracterizados, existen
evidencias de que este segundo mensajero ejerce su accion a distintos niveles. Se ha
visto que el di-GMPc es capaz de actuar a nivel de la transcripcion, modificando la
unién de factores de transcripcion al ADN (Fazli et al 2011, Hickman & Harwood 2008,
Zhang 2010). En algunas especies se ha visto que el di-GMPc se une a la region 5'UTR
del ARNm, controlando el proceso de traduccion (Lee et al 2010, Sudarsan et al 2008).
Por ultimo, se ha visto que el di-GMPc es capaz de modular la actividad de proteinas,
por ejemplo induciendo cambios conformacionales a través de su union con dominios
PilZ presentes en las mismas (Amikam & Galperin 2006, Ryjenkov et al 2006)

Los niveles de di-GMPc son dindmicamente regulados mediante sintesis y degradacion.
La sintesis es catalizada por un grupo de enzimas, las diguanilato ciclasas (DGC) que
poseen un dominio GGDEF, mientras que la degradacion es catalizada por
fosfodiesterasas (PDE), tipicamente conteniendo dominios EAL o HD-GYP (Hengge
2009, Hengge 2013, Jenal & Malone 2006, Romling et al 2013, Ryan et al 2006). Las
proteinas con dominios GGDEF y EAL pueden clasificarse en tres tipos: I-aquellas que
poseen GGDEF o variantes que conservan su actividad DGC (como los GGEEF); Il-
aquellas que poseen dominios EAL o variantes que conservan su actividad
fosfodiesterasa (como los EVL y ETL); Ill-aquellas que poseen ambos dominios.
Trabajos recientes han demostrado que las proteinas de tipo Ill tendrian un rol
regulatorio: si bien conservan su capacidad de unién a di-GMPc carecen de actividad
enzimatica en al menos uno de sus dominios (Kulasakara et al 2006).

Muchas DGCs y PDEs poseen dominios adicionales que sensan sefiales ambientales, lo
que sugiere que su actividad (y por tanto los niveles de di-GMPCc) es regulada directa o
indirectamente por sefiales del entorno (Filloux 2012, Ryan et al 2006). Entre éstos se

encuentran dominios PAS que se unen a flavinas o hemo y que podrian sensar oxigeno
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o potencial redox, dominios GAF que unen mononucle6tidos o moléculas pequefias,
dominios BLUF que sensan luz azul y dominios REC presentes en reguladores de
respuesta que forman parte de sistemas de dos componentes entre otros.

Tempranamente se demostrd que tanto la formacion de biofilms como la transicién
desde un estado de vida mdvil a uno seésil, son procesos regulados por di-GMPc. En
general, altos niveles de di-GMPc estimulan la produccion de componentes de la
matriz extracelular e inhiben la movilidad dependiente de pili y flagelo, mientras
gue bajos niveles promueven la movilidad e inhiben la sintesis de matriz (Hickman
et al 2005, Kader et al 2006, Kuchma et al 2007, Lim et al 2007, Merritt et al 2007,
Ross et al 1987, Simm et al 2004, Tischler & Camilli 2005).

En este sentido, un gran numero de reportes asocian altos niveles de di-GMPc a una
movilidad reducida, mientras que bajos niveles de este segundo mensajero se asocian a
cepas hipermoviles (Hickman et al 2005, Kader et al 2006, Kuchma et al 2007, Lim et
al 2007, Merritt et al 2007, Simm et al 2004, Tischler & Camilli 2005). El control de la
movilidad por di-GMPc se da a través de la regulacion de la expresion de proteinas asi
como del funcionamiento de los apéndices de movilidad. Por citar algunos ejemplos, en
E. coli, la eliminacion del genoma de la fosfodiesterasa YhjH genera una cepa con
niveles elevados de di-GMPc y baja movilidad como consecuencia de la funcionalidad
de flagelo alterada (Girgis et al 2007). En V. cholerae, la sobreexpresiéon de la DGC
CdgF causa una disminucion en la movilidad dependiente del flagelo (Beyhan et al
2006) mientras que en P. atrosepticum, la sobreexpresién de dos PDEs genera un
aumento en la movilidad. dependiente de flagelo (Tan et al 2014).

Por otra parte, se ha visto en varias bacterias que altos niveles de di-GMPc inhiben la
sintesis de proteinas del flagelo, mediante el bloqueo de la unién de activadores
transcripcionales al ADN (Chin et al 2010, Hickman & Harwood 2008, Krasteva et al
2010, Leduc & Roberts 2009). El primer factor regulador de la sintesis de flagelo en
forma dependiente de di-GMPc, FleQ, se identificd en P. aeruginosa. FleQ es el
principal activador transcripcional de los genes del flagelo y represor de genes
implicados en la sintesis de exopolisacarido. (Hickman & Harwood 2008). En respuesta
a altos niveles de di-GMPc, FleQ se disocia de sus sitios de union al ADN
desreprimiendo la transcripcion de los genes que participan en la sintesis de
exopolisacarido y suprimiendo la activacion de los genes del flagelo. (Arora et al 1997,
Borlee et al 2010, Hickman & Harwood 2008, Hickman et al 2005).
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Por otro lado, en algunas bacterias se ha reportado que los niveles de di-GMPc son
capaces de regular el funcionamiento del flagelo a través de la modulacién del sistema
de quimiotaxis (Russell et al 2013, Sultan et al 2011). En este mismo sentido, se ha
visto que algunos MCPs de A. brasilensis y P. aeruginosa contienen dominios de union
a di-GMPc (Duvel et al 2012, Russell et al 2013). Ademéas, mediante analisis
bioinforméaticos se ha predicho la existencia de dominios de union a di-GMPc en
receptores MCP de otras bacterias (Russell et al 2013). Sin embargo el rol que la
interaccion con di-GMPc tiene sobre la funcionalidad de los receptores MCP es aln
desconocida.

Otro fenotipo tipicamente asociado a di-GMPc es la formacion de biofilms. La
dependencia entre los niveles de di-GMPc y la formacion de biofilms ha sido
ampliamente evaluada en diversos organismos mediante el uso de distintos modelos y
trasfondos genéticos, como ser la sobreexpresion o eliminacion de PDEs o DGCs
(Borlee et al 2010, Jimenez-Fernandez et al 2015, Kader et al 2006, Kirillina et al 2004,
Merritt et al 2007, Nakhamchik et al 2008, Simm et al 2004, Thormann et al 2006). Por
ejemplo, en P. aeruginosa, ocurre un aumento en la sintesis de componentes de la
matriz extracelular y formacion de biofilms en respuesta a un aumento en los niveles de
di-GMPc. Este comportamiento es independiente de si el aumento en los niveles de di-
GMPc se alcanza a través de la activacion de una DGCc o la eliminacion de una PDE
(Borlee et al 2010, Jimenez-Fernandez et al 2015) ya que, tanto la sobreexpresion de
una PDE como la eliminacion de una DGC, generan cepas con bajos niveles de di-
GMPc y capacidad de formacién de biofilms reducida (Borlee et al 2010, Kuchma et al
2007, Merritt et al 2007).

En los altimos tiempos el di-GMPc también ha cobrado importancia como una molécula
con un rol fundamental en la virulencia y citotoxicidad (Filloux 2012, Romling et al
2013, Ryan et al 2006). Sin embargo, el sentido en que este segundo mensajero regula
dichos procesos aun no ha sido establecido. En V. cholerae la expresion de la toxina
colérica es promovida por bajos niveles de di-GMPc y altos niveles generan una cepa
avirulenta en modelos de raton (Tischler & Camilli 2005). En este mismo sentido, cepas
de Y. pestis y B. burgdorferi con altos niveles de di-GMPc, poseen menor virulencia en
modelos de ratdn. (Bobrov et al 2011, He et al 2011, Solano et al 2009, Sultan et al
2011) Sin embrago este comportamiento no parece ser universal, ya que en algunas

bacterias como X. campestris y P. aeruginosa no se pudo establecer una correlacion
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directa entre la virulencia y los niveles de di-GMPc (Kulasakara et al 2006, Ryan et al
2007).
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Figura 8. Esquema de los principales procesos regulados
por di-GMPc. Adaptado de Hengge et al, 2009

El genoma de P. aeruginosa codifica multiples proteinas para el control de los niveles
de di-GMPc: 17 de ellas corresponden a enzimas con dominios DGC, 5 poseen
dominios PDE y 16 poseen ambos dominios (Kulasakara et al 2006). La amplia mayoria
de estos genes se encuentran presentes en las cepas circulantes, y son parte del genoma
estable de P. aeruginosa. Esta gran cantidad de proteinas, sugiere que las vias de
sefializacion por di-GMPc son muy complejas. Con el fin de caracterizar las vias de
sefializacion mediadas por di-GMPc, Kulasakara y colaboradores llevaron a cabo un
estudio con cepas de P. aeruginosa donde cada una de las proteinas contiendo dominios
EAL o GGEEF fue individualmente eliminada. Un hallazgo Ilamativo de este estudio
fue el hecho de que la eliminacion de cada uno de estos genes en forma individual
genera cepas con fenotipos muy diferentes en lo que respecta a la capacidad de
formacion de biofilms y citotoxicidad (Kulasakara et al 2006). Este mismo efecto fue
observado tanto para la sobreexpresion de PDEs como de DGCs individuales
(Kulasakara et al 2006). La sobreexpresion de algunas fosfodiesterasas tiene muy poco
efecto sobre la capacidad de las cepas de formar biofilms, mientras que la

sobreexpresion de otras produce un efecto drastico. En este sentido, la sobreexpresién
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de una PDE en particular, codificada por el gen PA2133, inhibe fuertemente la
formacion de biofilms (Hickman et al 2005) y biopeliculas asi como la citotoxicidad
dependiente del sistema de secreciéon tipo 11l (SSTT) (Hickman et al 2005, Kulasakara
et al 2006). PA2133 en una proteina de 32 kDa, codificada en el operon fimbrial cup y
que contiene una variante del dominio fosfodiesterasa tipico, ya que el sitio activo es
ETL en vez de EAL. Esta proteina es capaz de degradar di-GMPc in vitro y su
sobreexpresion en P. aeruginosa genera una cepa con muy bajos niveles de di-GMPc
(Hickman et al 2005, Kulasakara et al 2006).

Con el fin de profundizar en los mecanismos por los cuéles el di-GMPc regula aspectos
claves en la patogenicidad de P. aeruginosa, nos centramos en el estudio de la
fosfodiesterasa PA2133. Generamos una cepa que sobreexpresa esta enzima (cepa a la
que denominamos PDE") y realizamos un analisis comparativo con la cepa WT a nivel

fenotipico y molecular utilizando herramientas de protedmica cuantitativa.
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3-Protedmica

El proteoma representa el conjunto de proteinas expresadas por un organismo en una
situacion dada. En comparacion al genoma, el proteoma es altamente dindmico y se
modifica en respuesta a diferentes condiciones ambientales. Desde el punto de vista
analitico, un andlisis protedmico posee asociada la complejidad de buscar, identificar y
caracterizar un conjunto de analitos que se encuentran presentes en muy diferentes
concentraciones y poseen propiedades fisicoquimicas muy diversas. En este sentido la
espectrometria de masa surge como una técnica altamente sensible que permite abordar

este tipo de analisis.

3.a-Estrategias protedmicas basada en espectrometria de masa

La espectrometria de masa es una técnica muy sensible que permite determinar con alta
precision y exactitud la relacion masa/carga (m/z) de iones moleculares en fase gaseosa.
Esta técnica no s6lo permite obtener informacion acerca de la masa molecular de las
macromoléculas sino que también permite elucidar aspectos estructurales de las mismas
(Aebersold & Goodlett 2001, Godovac-Zimmermann & Brown 2001). En particular, la
aplicacion de la espectrometria de masa al estudio de péptidos y proteinas ha sido
posible gracias al desarrollo de métodos de ionizacion suave como la
desorcion/ionizacion por laser asistida por una matriz (MALDI) y la ionizacion por
electrospray (ES). (Costello 1999).

La estrategia mas utilizada para identificar proteinas por espectrometria de masa se basa
en la digestion de las mismas usando enzimas especificas, seguida de la determinacion
de la relacién masa/carga (m/z) de los péptidos generados. Este conjunto de valores
constituye la huella peptidica de una proteina (Mann et al 2001). Los péptidos
generados por digestion pueden ser ademas fragmentados dentro del equipo, generando
espectros de MS/MS, que contienen informacion de secuencia. En conjunto los valores
de m/z de un péptido y su fragmentacion, aportan una informacion valiosa que puede ser
utilizada para la identificacion de proteinas por comparacion con bases de datos de
secuencia del organismo en estudio (Baldwin 2004). Para ello se utilizan motores de
busqueda que permitan realizar comparaciones entre los datos obtenidos y los datos
teoricos con el fin de asignar una secuencia de aminoacidos a cada valor de m/z en
forma estadisticamente significativa (Baldwin 2004). Por tanto, la identificacion de
proteinas por espectrometria de masa es un proceso estadistico y asociado a un score
que indica la probabilidad de que la identificacion sea correcta (Matthiesen 2007).
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Existen dos estrategias principales en protedmica: la estrategia clasica basada en
separacion de proteinas en geles bidimensionales y la estrategia shotgun (ver figuras 9 y
10). La principal diferencia entre ambas estrategias es si la separacion de las mezclas
complejas se realiza a nivel de péptidos o proteinas.

En la estrategia clasica se realiza la separacion a nivel de proteinas mediante
electroforesis bidimensional. Esta técnica permite separar cientos de proteinas en base a
su pl y masa molecular, las cuales son luego escindidas del gel y digeridas previo a su
identificacion por espectrometria de masa. En este caso se obtienen huellas peptidicas
de cada proteina (MS), asi como espectros de fragmentacion (MS/MS) de algunos
péptidos seleccionados (Wilkins et al 1996).

En el caso de la estrategia shotgun la digestion triptica se realiza sin un paso previo de
separacién de proteinas. De esta manera se obtiene una mezcla compleja de péptidos
provenientes de distintas proteinas, los que son luego separados mediante cromatografia
liquida y analizados por espectrometria de masa (ver figura 9) (Wolters et al 2001).
Generalmente los péptidos se separan mediante cromatografia en fase reversa para lo
cual se acopla directamente el sistema de HPLC a un espectrémetro de masa con fuente
de ionizacion de tipo electrospray (ES), que es capaz de adquirir en forma dependiente
de los datos. En una primera etapa se obtienen espectros de MS de los péptidos que van
eluyendo de la columna 'y, en funcién de este resultado, en una segunda etapa el equipo
desencadena la fragmentacion (MS/MS) de los principales iones detectados. Una vez
finalizado este ciclo, que ocurre en tiempos muy cortos del orden de unos pocos
segundos, se vuelve a disparar una secuencia de MS y MS/MS (ver figura 9). De esta
manera, a lo largo de una corrida cromatografica de 1 h se obtienen miles de espectros
gue son comparados con bases de datos para asignar la secuencia de los péptidos y la

identidad de las proteinas que los generaron (Matthiesen 2007).
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Figura 9. Esquema de trabajo para la
estrategia protedmica de tipo shotgun

Si bien estas aproximaciones permiten la identificacion de un gran nimero de proteinas
a partir de mezclas complejas, una desventaja es que no es posible obtener datos
cuantitativos en forma directa. Esto se debe a que las sefiales que se obtienen en un
espectro de masa no son un indicador de la cantidad de péptido o proteina, ya que la
volatilizacién e ionizacion de péptidos depende de varios factores, incluyendo la propia
secuencia y la presencia de otras moléculas que generen supresion ionica (Annesley
2003).

Sin embrago, en los ultimos tiempos se han desarrollado distintas estrategias que
permiten realizar estudios protedmicos comparativos y cuantitativos basados en

espectrometria de masa.

3.b-Protedmica cuantitativa

Las herramientas de protedmica cuantitativa y comparativa permiten comparar los
perfiles de expresion proteica entre distintas condiciones bioldgicas y por tanto asociar
diferencias fenotipicas a patrones de expresion diferenciales. A continuacion se
describen las dos estrategias utilizadas en este trabajo para obtener datos proteémicos

cuantitativos: 2D-DIGE y conteo de espectros.
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I1-2D-DIGE

La metodologia de 2D DIGE, permite comparar distintas condiciones bioldgicas en
forma cuantitativa. Brevemente, se marcan las proteinas de dos condiciones a comparar
con dos fluoréforos distintos (Cy3 y Cy5), se mezclan y se separan en un mismo gel 2D
junto con un estandar interno marcado con un tercer fluoréforo (Cy2). El estandar
interno consiste en una mezcla de las proteinas provenientes de todas las réplicas
bioldgicas del experimento y permite comparar la abundancia relativa de cada spot en
un mismo gel, asi como la comparacion inter-geles. Los geles se analizan con un
scanner de fluorescencia y su software asociado, lo que permite detectar en forma
independiente cada fluoréforo utilizado y determinar diferencias en la abundancia
relativa de proteinas en forma precisa (ver figura 10). Los tres fluoréforos utilizados
reaccionan con lisinas y poseen aproximadamente la misma masa molecular (450 Da).
Ademas poseen una carga +1 que reemplaza la carga de la lisina, con lo cual el punto
isoeléctrico de las proteinas no se ve afectado por el marcaje (Cramer & Westermeier
2012). De esta manera se asegura que la migracion en geles bidimensionales de la
misma proteina marcada con distintos fluor6foros no se vea afectada.

Las imagenes adquiridas utilizando 4 replicas bioldgicas de cada condicion a comparar
son analizadas con un software especifico que permite detectar diferencias

estadisticamente significativas en los distintitos spots en diversas condiciones.
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distintas
longitudes
de onda

analisis de
imagenes

Una estrategia ampliamente utilizada para analizar los datos generados a traves de

aproximaciones de tipo shotgun en forma cuantitativa consiste en comparar el conteo de

los espectros de fragmentacion asignados a cada proteina en las distintas condiciones a

evaluar (Lundgren et al 2010).

El conteo de espectros se basa en la premisa de que cuanto mas representada esta una

proteina en un muestra mayor serd el numero de espectros de fragmentacion adquiridos

que se asignen a péptidos de su secuencia. La comparacion del nimero de espectros

asignados a una misma proteina en dos condiciones diferentes permite entonces realizar

cuantificaciones relativas en los niveles de esta proteina (Bantscheff et al 2007, Liu et al

2004).
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I11-Objetivos

1.a-Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es contribuir a dilucidar las bases
moleculares de la regulacion por di-GMPc de la adhesion de P. aeruginosa a
superficies bitticas y formacion de biofilms. Para ello nos hemos centrado en la
fosfodiesterasa PA2133 que se ha visto previamente involucrada en dichos

fendmenos.
1.b-Objetivos especificos

1. Generar y caracterizar fenotipicamente una cepa de P. aeruginosa que
sobreexprese la fosfodiesterasa de di-GMPc, PA2133 (cepa PDE").

2. Realizar un analisis protedmico comparativo y cuantitativo de las cepas salvaje
(WT) y PDE" mediante dos estrategias complementarias: 2D-DIGE y shotgun
con conteo de espectros. Este andlisis se centrd en las dos fracciones
subcelulares que se encuentran expuestas al contacto con las superficies bidticas
y abidticas: proteinas de membrana y exoproteinas.

3. Validar a nivel funcional los cambios encontrados a nivel del proteoma de la
cepa PDE".

32



IV-MATERIALES Y METODOS

1-Cepas, pldsmidos y condiciones de crecimiento

Este trabajo se llevo a cabo utilizando la cepa K de Pseudomonas aeruginosa (PAK) o
derivados de la misma, las cuales fueron crecidas hasta fase de crecimiento estacionario
(DOeg0po=5) en medio Luria Bertani (LB) o caldo T (triptona 1%) a 37 °C y con 220 rpm
de agitacion. Las bacterias se almacenaron a -80 en glicerol 20% (v/v) y se mantuvieron
para su uso cotidiano en placas de Luria Bertani agar (LBA). Se adicioné gentamicina
(200 pg/mL) y/o carbenicilina (250 ug/mL) al medio cuando fue necesario.

El plasmido pjN2133, codificante para el gen PA2133 bajo el promotor titulable de L-
arabinosa fue proporcionado por la Dra. C. S. Hardwood (Hickman et al 2005).

La expresion de la proteina PA2133 se indujo mediante adicion de L-arabinosa al medio
de cultivo a distintas concentraciones (0,05 y 0,2% (m/v)). Como controles negativos de
pili tipo IV y flagelo se utilizaron las cepas APilA (cedida por S. Lory) y AFIIiC (cedida
por J. Engel) respectivamente. En estudios de microscopia de fluorescencia, se

utilizaron cepas portadoras de un plasmido que contiene GFP (Bucior et al 2010).

2-Generacion de la cepa PDE".

Para la extraccion del plasmido pjN2133 producido en E. coli DH 5a se utilizo el kit
Gene Elute Plasmid Miniprep (Sigma). Células competentes de P. aeruginosa fueron
obtenidas mediante inoculacion de una colonia en 2 mL de LB e incubacion durante 12
h con agitacion a 43 °C. Posteriormente se realizé una dilucion 1/20 del cultivo y se
incub6 en LB a 37 °C con agitacion hasta alcanzar una DOgg de 0,5. En este punto el
cultivo fue puesto en hielo y se recuperaron las bacterias por centrifugacién a 6000 x g
durante 6 min. El pellet fue resuspendido suavemente en 5 mL de 0,1 M MgCI, frio y se
recuperaron las células nuevamente por centrifugacion. Se repitio el lavado con 0,1 M
MgCI; y el pellet fue resuspendido en 2,5 mL de 0,15 M MgCI; frio. Se mantuvo en
hielo durante 20-30 min, las células fueron recuperadas por centrifugacion,
resuspendidas en 1 mL de 0,15 M MgCl; /glicerol 15% y se almacenadas a -80 °C hasta
su transformacion.

La transformacion de P. aeruginosa con plasmido pjN2133 se llevé a cabo mediante
incubacion en hielo de 200 ng de plasmido purificado con 100 pL de bacterias
competentes durante 30 min. Transcurrido este tiempo se realizé un shock térmico por 2

min a 42 °C, el cultivo fue puesto en hielo inmediatamente por 5 min y se sembraron
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100 puL en LB agar con gentamicina. Se crecieron algunas colonias durante 12 h en LB
con gentamicina (200 pg/mL), a 37 °C con agitacion. Estos cultivos fueron utilizados
para generar el stock que se almaceno a -80 °C.

3-Cultivos celulares

Células Madin-Darby canine kidney (MDCK, ATCC) fueron cultivadas a 37 °C y con
5% de CO, en Minimal Essential Medium (MEM, Sigma) suplementado con 5% de
suero fetal bovino. Se sembraron 1 x 10° células por pocillo (placas de cultivo de 6
pocillos) 0 4 x 10° por dispositivo de tipo transwell (12 mm de didmetro, tamafio de

poro 0,4 um, Corning Fisher). Las células fueron utilizadas 48 h post-sembrado.

4-Ensayos de adhesion estandar

Los ensayos de adhesién se llevaron a cabo siguiendo protocolos previamente
reportados (Kazmierczak et al 2001). Brevemente, células MDCK fueron infectadas con
P. aeruginosa durante 30 min a una multiplicidad de infeccion (MOI, multiplicity of
infection, nimero de bacterias por cada célula epitelial) de 30. Las células fueron
lavadas con PBS para remover las bacterias no adheridas y la lisis de las células MDCK
se llevo a cabo durante 30 min en 0,2 % Triton X100 en PBS. El contenido de bacterias
adheridas se determind mediante siembra en placas de LBA de diluciones seriadas del
lisado celular y posterior recuento de unidades formadoras de colonias (UFCs). Para el
analisis se consideraron las placas que contenian entre 30 y 300 UFCs. Todos los
ensayos se llevaron a cabo por triplicado y representan el promedio de 5 experimentos
independientes. Los resultados se expresan como porcentaje de adhesion respecto a la
cepa WT.

5-Evaluacion de la formacion de exopolisacarido

Se sembraron diluciones seriadas de cultivos estacionarios en placas de caldo T sin
sales, suplementado con 40 pg/mL de rojo Congo, 15 pg/mL de azul de Coomassie
brillante R-250 y 1% de agar. Las placas se incubaron 72 h a 37 °C y la produccion de

EPS se evalué mediante inspeccion visual de la coloracion de las colonias.

6-Ensayo de formacion de biopelicula
Se inocul6 una colonia en 2 mL de caldo T sin sales y se incubd en forma estatica a

temperatura ambiente. Luego de 72 h se removieron los cultivos cuidadosamente y se
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lavé el tubo 2 veces con agua. Las peliculas fueron tefiidas con Cristal violeta 0,1% en
etanol 50% durante 15 min y el colorante en exceso se removié mediante lavados con
agua. La biopelicula se visualiza como un anillo violeta adherido al vidrio en la zona

que antes fuera la interfase medio/aire.

7-Ensayo de formacion de biofilms

Se realiz6 una dilucién 10™ de cultivos de fase estacionaria en caldo T sin sales y se
incubaron 100 pL de la misma en placas de 96 pocillos durante 48 h a temperatura
ambiente. Luego de remover el cultivo los biofilms se lavaron con agua para quitar las
bacterias no adheridas y se tifieron con 0.1% cristal violeta durante 15 min. Se lavd
nuevamente con agua hasta remover el exceso de tincion. La cuantificacion se realizd
por destincion del biofilm en &cido acético 30% y medida de absorbancia a 570 nm. Las

muestras se evaluaron por triplicado en al menos 7 pocillos independientes.

8-Determinacion de niveles enddgenos de di-GMPc

Con el fin de comparar los niveles de di GMPc enddgeno en las cepas WT y PDE" se
realizaron extracciones segun el protocolo desarrollado por Simm y colaboradores
(Simm et al 2009). La extraccion se llevo a cabo como se detalla a continuacion. Se
centrifugaron 2mL de cultivo bacteriano durante 15 min a 5000 x g. El pellet se
resuspendié en 300 pL de acido formico 0,2% frio y se incubd durante 10 min a 4 °C.
Se centrifugd nuevamente, se descartd el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 300
uL de agua miliQ. Para la extraccion de nucle6tidos la suspension fue calentada a 95 °C
durante 10 min y se agregaron 700 pL de etanol 99%. Se centrifugd y se repitio la
extraccion sobre el pellet obtenido. Los sobrenadantes conteniendo los nucledtidos se
combinaron y concentraron en un SpeedVac hasta sequedad. El concentrado fue
resuspendido en 200 uL de H,O miliQ, se filtro a través de un filtro de tamafio de poro
0,2 um y se inyecto en HPLC. El analisis por HPLC se llevé a cabo en un equipo
Agilent 1200 con una columna Hypersyl Gold aQ (150 mm x 4,6 mm, tamafio de poro 3
um, Thermo) operando a un flujo de 1 mL/min. Como fase A se utiliz6 0.1% de &cido
trifluoroacético (TFA) en H,O y como fase B 0,1% TFA en metanol. La elucion se
realizd mediante un primer paso isocratico a 1% B durante 2 min y luego un gradiente
de 0 a 20% de B en 20 min. Se registraron las absorbancias a 254 nm y 280 nm. La
concentracion de di-GMPc en las muestras se determind mediante interpolacion en una

curva de calibracion. Para generar la curva de calibracién se inyectaron por duplicado
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0,90; 0,45; 0,22; 0,11 y 0,06 nmoles de estandar de di-GMPc (Kerafast) y se grafico el

area de los picos en funcién de los nmoles de estdndar inyectados.

9-Ensayos de movilidad

Las movilidades dependientes de pili tipo IV (twitching) y flagelo (swimming) se
evaluaron en placas de LB suplementadas con 1% y 0,3% de agar respectivamente
(O'Toole & Kolter 1998b, Whitchurch et al 1991). Como controles negativos de
movilidad se utilizaron las cepas APilA y AFIiC. En los ensayos de twitching se inoculd
una colonia a través del agar (con lo que se permite a las bacterias colonizar la interfase
agar-plastico) y se incub6 72 h a 37 °C. Los halos de avance fueron visualizados por
tincion con azul de Coomassie brillante R-250 en 6:4:1 agua:metanol:acido acético.
Para los ensayos de swimming se inoculd una colonia apenas por debajo de la superficie
del agar y se crecidé durante 24 h a 37 °C. Los halos generados se visualizan sin
necesidad de tincion.

Las imagenes de las placas se obtuvieron en un equipo G Box (Syngene) con un tiempo
de exposicion de 400 ms. El area de los halos se determiné utilizando ImageJ J 1.48s
(Wayne Rasband, National Institutes of Health EEUU). La calibracion se realizd en
base al diametro de las placas (10 cm). Este ensayo se realiz6 por triplicado para cada
experimento, y los resultados son el promedio de tres experimentos independientes.

10-Extracciones de pili tipo 1V y flagelo

La extraccion de pili tipo IV se realizd siguiendo protocolos previamente reportados
(Mattick et al 1987). Brevemente, se sembraron 100 plL de cultivo en fase de
crecimiento estacionario en placas de LB agar, las bacterias se removieron de la
superficie del agar utilizando un rastrillo 24 h después y se resuspendieron en 2,5 mL de
PBS. Se agitaron las muestras en un vortex a velocidad maxima durante 7 min y se
centrifugaron a 4 °C y 16000 x g durante 20 min. El sobrenadante de esta centrifugacion
se incubd 12 h a 4 °C con 1M MgCI, para precipitar proteinas. Se repitio la Gltima
centrifugacion y el pellet conteniendo los pili fue resuspendido en 150 puL de PBS. Se
separd la muestra en geles de poliacrilamida al 16% y las bandas mayoritarias se
recortaron para su analisis por espectrometria de masa de tipo MALDI/TOF-TOF
(AbSciex 4800 Analyzer, Framingham)

La extraccion de flagelos se realizo a partir de 200 mL de cultivo como se describid
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previamente en la literatura (Totten & Lory 1990). Los cultivos de P. aeruginosa se
centrifugaron 15 min a 5000 x g. El pellet conteniendo las bacterias se lavd en PBS, se
resuspendio en este mismo buffer y se licué durante 1 min a 4 °C en una licuadora
comercial. Este lisado se centrifugd 15 min a 16000 x g y se recupero el sobrenadante.
El sobrenadante se centrifugé a 40000 x g durante 3 h y el pellet conteniendo los
flagelos fue resuspendido en 150 pL de PBS. Se separ6 la muestra en geles de
poliacrilamida de 12% y las bandas mayoritarias se recortaron para su analisis mediante
MALDI/TOF-TOF (AbSciex 4800 Analyzer, Framingham).

11-Microscopia y adquisicion de imagenes

Las muestras para microscopia de fluorescencia se obtuvieron a partir de monocapas
polarizadas de células MDCK preincubadas en MEM sin suero durante 1 h e infectadas
durante 30 min con PAK WT- GFP o PDE"- GFP a una MOI de 60. Se lavo con PBS
1X para remover las bacterias no adheridas y se fijo el preparado en 4%
paraformaldehido por 30 min a temperatura ambiente. La permeabilizacion fue
realizada con 0,01% triton X100 a 37 °C y se tifi6 con faloidina conjugada a Alexa 594
(Invitrogen). La adquisicion de iméagenes se realizd en un microscopio confocal de
barrido LASER espectral Leica TCS-SP5 (Mannheim, Alemania) equipado con un
objetivo HCX PL APO 63/1.4-0.60 CS de inmersién en aceite. Para el canal de
faloidina se utilizo A excitacion=594 nm/A emision=600-620 nm y para GFP A
excitacion=488 nm/A emision=495-520 nm.

Para microscopia electrénica de transmision se cargaron 2 pL de cultivo en fase de
crecimiento estacionaria sobre grillas de carbén/formvar, se incubé durante 2 min, y se
realizd tincion negativa en 2% de acetato de uranilo (Moyes et al 2009). Las imagenes
fueron adquiridas en el servicio de Microscopia electronica de transmision de Facultad
de Ciencias (UdelaR) con un microscopio Jeol (JEM 10-10) operando a 100 V.

Para microscopia de campo claro se utilizd un microscopio Nikon Eclipse E200 con un
lente E Plan 10/0.25 WD 7.0.

12-SDS-PAGE

La electroforesis monodimensional se llevd a cabo en geles de poliacrilamida al 12%
bajo corriente constante de 10 uA/20 uA para los geles de apilado/separacion
respectivamente. Las muestras conteniendo buffer de muestra 1X (0.25M Tris, 8% SDS,
40% qglicerol, 0.04%I azul de bromofenol, 1% B mercaptoetanol) fueron calentadas
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durante 8 min a 95 °C previo a la electroforesis. Los geles se fijaron en 4:1:5
etanol:4cido acético:H,0 y se tifieron con azul de Coomassie G-250 (Baker) en etanol.
Las iméagenes de los geles fueron adquiridas utilizando un scanner UMAX Power-Look
1120 y el software LabScan 5.0 (GE Healthcare).

13-Western blot

Los geles de SDS PAGE utilizados en western blot se prepararon como se explicd en la
seccion anterior. La transferencia a membranas de PVDF de baja fluorescencia (GE
Healthcare) se llevdo a cabo en un equipo de transferencia TE22 MiniTank (GE
Healthcare) a 8 °C y 250 mA durante 1 h 45 min. Las membranas se bloguearon durante
12 h a 8 °C en 5% BSA 0,1% Tween 20 en PBS. La incubacion con el anticuerpo
primario (dil. 1/20000) 1gG Conejo-anti FIiC (cedido por W. Wozniak) se llevo a cabo
en 1% BSA 0,1% Tween 20 en PBS durante 1 h a temperatura ambiente, con agitacion.
Se incubd con el anticuerpo secundario de cabra anti IgG de conejo acoplado a Cy3 (GE
Healthcare) en idénticas condiciones. Las membranas se revelaron en un equipo
Typhoon™ FLA 9500 (ver seccién DIGE).

14-Obtencion de fracciones subcelulares y optimizacion del protocolo de extraccion
de proteinas de membrana.

Cultivos de P. aeruginosa crecidos hasta fase estacionaria se centrifugaron durante 15
min a 6000 x g y 4 °C. Las exoproteinas se obtuvieron del sobrenadante y las proteinas
de membrana se obtuvieron del pellet. Los sobrenadantes se filtraron a través de filtros
de tamafio de poro 0,2 um y se concentraron y desalaron utilizando dispositivos para
ultrafiltracion por centrifugado (Centricon, Millipore) de umbral de corte=10 kDa, de
acuerdo a instrucciones del fabricante.

Para la generacion de los extractos de membrana se evaluaron 4 protocolos adaptados
de la literatura (Thein et al 2010) (tabla 1). En todos los casos se partio de la misma
densidad dptica y volumen de cultivo, y el producto de lisis celular se resuspendio en

volimenes iguales para los distintos métodos.
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Tabla 1: Esquema de los protocolos utilizados para la obtencion de fracciones de proteinas
de membrana.

Protocolo 1 | 2 3 4
Meétodo de Osmotica Sonicacion Sonicacion
lisis suave fuerte
Aislamiento | 1-Solubilizacién de 1- Solubilizacién de | 1-Incubacion con Na,COs
de proteinas | proteinas de proteinas de 2-Ultracentrifugacién
membrana en membrana en
detergente detergente
2-Ultracentrifugacion | 2-Ultracentrifugacion
3- Incubacion con
Na,CO;
4-Ultracentrifugacion

Protocolos 1 y 2: Los pellets se lavaron en PBS, se resuspendieron en 0.2 M Tris-HCI
pH 8, 1 M sacarosa 'y 1 mM EDTA. Se trataron con 1 mg/mL de lisozima y se agregd
H,O para lisar las bacterias por shock osmético. Las membranas se solubilizaron en
buffer conteniendo 40 mM Tris-HCI (Sigma) pH 8.2, 4% CHAPS (m/v, Sigma) 10 mM
MgCl; (Sigma), DNAsa 20 pg/mL (Sigma) y RNAsa 10 ug/mL (Sigma). Se centrifugd a
120.000 x g en una ultracentrifuga Beckmman Coulter optima XPN-90 durante 30 min
a 4 °C. Para el protocolo 1 los pellets conteniendo las proteinas de membrana se
resuspendieron en 0,1 M Na,CO; frio y se incubd con agitacion durante 1 h a 4 °C. Se
centrifugd 1 h a 120.000 x g y se lavo el pellet una vez con 0,1 M Tris-HCI pH 7,4 y
tres veces con H,0 miliQ. Finalmente la muestra fue resuspendida en buffer compatible
con 2D (7 M urea (Sigma) 2 M tiourea (Sigma) 4% CHAPS (Sigma), 1%
Amidosulfobetaina (ASB, Sigma), 40 mM Ditiotreitol (DTT Sigma) y 1 X inhibidor de
proteasas libre de EDTA, (Roche). El protocolo 2 se distingue del 1 en que carece del
paso de resuspension en Na,COj3 (Sigma). Este paso demostré ser fundamental para
aumentar el enriquecimiento de la fraccién en proteinas de membrana ya que el Na,CO3
actla aboliendo interacciones electrostaticas que mantienen proteinas asociadas unidas a
proteinas integrales de membrana o a lipidos presentes en dicha fraccion (Fujiki et al
1982).

Protocolos 3 y 4: En estos protocolos la ruptura de las bacterias se realizd por
sonicacién en un sonicador digital (Branson) y los mismos difieren entre si en los ciclos
de ruptura e intensidad aplicados. Se utilizé 0,1 M Tris-HCI pH 7,3 suplementado con
DNAsa y RNAsa (Sigma) como buffer de lisis. Brevemente en el método 3 se utilizo el
siguiente protocolo de sonicacion: pulsos de 2 min, 10 s on y 10 s off. Primer, segundo y
tercer pulso a 25%, 30% y 30% de amplitud respectivamente, seguido de dos pulsos de
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30%, dos de 40%, dos de 50% y 3 de 60%. EIl protocolo de sonicacion del método 4
consistio en 2 pulsos de 8 min, 10 s on y 10 s off a 20% de amplitud. En ambos casos se
centrifugd 15 min a 4 °C y 6000 x g con el fin de remover células enteras y se adicion6
inhibidor de proteasas. Los pasos posteriores son idénticos al protocolo 1 a partir de la
resuspension en Na,COg3 en adelante.

En todos los casos la cuantificacion de proteinas se llevo a cabo por densitometria de
geles SDS PAGE, utilizando Low molecular weight calibration kit (Amersham). Este
kit tiene la ventaja de poseer una cantidad conocida de proteina para cada una de las
bandas que lo componen, con lo que permite calibrar la escala de grises en cada gel.

En base a los resultados obtenidos se seleccion6 al protocolo 1 para la preparacion de

las muestras para los anélisis protedmicos.

15-2D PAGE y 2D DIGE (Difference Gel Electrophoresis)

Se prepararon cuatro muestras independientes de exoproteinas y proteinas de membrana
para las cepas WT y PDE" como se describié previamente. Las mismas se purificaron y
concentraron utilizando 2-D Clean-Up kit (GE Healthcare) y se resuspendieron en 10
uL de buffer de marcado para 2D DIGE (7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 30 mM
Tris pH 8.5) o en buffer de rehidratacion para los geles 2D convencionales (7 M urea, 2
M tiourea, 4% CHAPS, 40 mM DTT, 0.5% IPG buffer pH 4-7 para proteinas de
membrana 0.5% IPG buffer pH 3-10 para exoproteinas).

En el caso de los geles de DIGE, para poder llevar a cabo la comparacién inter e intra
gel se prepar6 un estandar interno consistente en una mezcla de 25 pg de proteina de
cada condicién experimental. EI marcado minimo se realiz6 utilizando fluoréforos
comerciales (Amersham CyDye DIGE Fluors para Ettan DIGE ,GE Healthcare) de
acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se marcaron individualmente 50 pg de
proteina de cada condicién con 400 pmoles de Cy3 o Cy5. Con el fin de normalizar
cualquier diferencia potencial en la eficiencia de marcado, la mitad de las muestras
provenientes de una misma cepa se marcaron con Cy3 y las otras con Cy5 (ver tabla 2).
El estandar interno se marcé con 1600 pmoles de Cy2. La reaccion de marcado se llevd
a cabo protegida de la luz durante 30 min en hielo y se detuvo por incubacion con 10
mM lisina en hielo y en oscuridad. Se realizd una dilucion al medio con buffer 2X
DIGE (8 M urea, 4% CHAPS, 130 mM DTT) y los pares de muestras (WT y PDE") se
mezclaron con una cantidad igual de estandar interno (llevando la cantidad de proteina

para cada gel a 150 pg) de acuerdo a la tabla 2.
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Tabla 2: Disefio experimental de los andlisis proteémicos por 2D DIGE.

Gel Cy3 Cy5

1 WT 1 PDE 4
2 WT 2 PDE 1
3 PDE2 |WT3
4 PDE3 |WT14

El mismo esquema se utilizé para el andlisis de las fracciones de exoproteinas y proteinas de
membrana.

Tanto para 2D-PAGE como para 2D-DIGE se llevo el volumen total de muestra a 250
puL con buffer de rehidratacion y las muestras se cargaron por rehidratacion pasiva
durante 12 h en tiras de isoelectroenfoque de 13 cm (pH 4-7 lineal para proteinas de
membrana o pH 3-10 lineal para exoproteinas) utilizando una cuba de rehidratacion. El
isoelectroenfoque se Ilevo a cabo en una unidad Ettan IPGphor (Pharmacia), siguiendo
los protocolos recomendados por GE para tiras de 13cm. Para exoproteinas se utilizo un
gradiente de pH 3-10 y el siguiente perfil de voltaje: fase constante de 500 V 1 h,
incremento lineal hasta 1000V 1 h, incremento lineal hasta 8000V 2 h 30 min y una fase
final constante a 8000 V hasta alcanzar un total de 3000 Vh. Para proteinas de
membrana se usé un gradiente de pH 4-7 y el siguiente perfil de voltaje: fase constante
de 500 V 1 h, incremento lineal hasta 1000 V 1 h, incremento lineal hasta 8000 V 2 h 30
min y una fase final constante a 8000 V hasta alcanzar 5400 Vh. Previo a la segunda
dimension, se redujeron los puentes disulfuro y se alquilaron las cisteinas de las
proteinas presentes en las tiras. Brevemente las tiras se incubaron 15 min en buffer de
equilibraciéon (6 M urea (Sigma), 75 mM Tris—HCI pH 8.8 (Sigma), 29.3% glicerol
(Riedel de Haen), 2% SDS (Sigma), 0.002% azul de bromofenol (Baker)) suplementado
con DTT 10 mg/mL como agente reductor y luego se alquilaron durante 15 min en
buffer de equilibracion suplementado con iodoacetamida (IAA) 25 mg/mL. La segunda
dimensién se llevo a cabo en un gel SDS-PAGE (al 12% para exoproteinas o 10% para
proteinas de membrana) utilizando una cuba de electroforesis Ruby SE 600 equipada
con una unidad de enfriamiento Multitemp 111, GE Healthcare termostatizada a 20 °C y
una intensidad de corriente de 40 pA por gel.

Los geles 2D convencionales se fijaron en 4:1:5 etanol:acido acético:H,0O y se tifieron

con azul de Coomassie G-250 (Baker) en etanol. Las imagenes fueron adquiridas
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utilizando un scanner UMAX Power-Look 1120 y el software LabScan 5.0 (GE
Healthcare).

En el caso de los geles de DIGE, los mismos se digitalizaron utilizando un escaner de
fluorescencia Typhoon™ FLA 9500 (GE Healthcare) equipado con los siguientes filtros
de excitacion/emision especificos para cada fluoroforo: 635 nm/longpass red 665 nm
para Cy5; 532 nm/bandpass green 570 nm DF20 para Cy3; 473 nm/bandpass blue 530
nm DF20 para Cy2. Las imégenes (16 bits) se obtuvieron a un tamafio de pixel de 100
um Y la ganancia de fotomultiplicador mas baja que permitiera una cobertura completa
del rango dindmico. El pre-procesamiento de dichas imagenes se realizo con el software
ImageQuant TL v8.1 (GE Healthcare) y luego se exportaron al programa DeCyder 7.2
(GE Healthcare) para su analisis. La co-deteccion de spots, cuantificacion por
normalizacion y el célculo de proporciones fueron llevados a cabo con el modulo
Differential In-gel Analysis (DIA) del programa DeCyder. El pareamiento de geles y
andlisis estadistico que permitieron la comparacion de los niveles de expresion de
proteinas entre multiples geles fue llevada a cabo con el modulo Biological Variation
Analysis module (BVA) del programa DeCyder. Para la seleccion de spots se aplicaron

los siguientes criterios: tasa de cambio normalizada £25%, valor p < 0.05.

16-1dentificacion de proteinas por MALDI/TOF-TOF

Los spots diferenciales fueron manualmente cortados del gel, destefiidos con una
solucion de 0,1M NH4HCO3 en acetonitrilo (ACN) 50% (v/v) y digeridos con tripsina
porcina modificada (grado secuenciacion, Promega). La extraccion de los péptidos se
llevé a cabo en 0,1% (v/v) &cido trifluoroacético (TFA) en 60% ACN durante 1 h 2
veces. Se evaporo el ACN utilizando un SpeedVac y las muestras se concentraron y
desalaron utilizando micro columnas de fase reversa C18 Zip Tip® (Merck, Millipore)
previamente equilibradas con 0,1% TFA. La elucion de los péptidos se llevé a cabo con
solucion de matriz (acido a- ciano-4-hidroxicindmico, CHCA) en 60% ACN 0,1% TFA
directamente en una placa Opti-TOF de 384 posiciones (Ab Sciex). La adquisicién de
los espectros se realizé en un espectrémetro de masa de tipo MALDI-TOF/TOF (4800
Analyzer Abi Sciex) operando en modo reflector positivo. Los espectros fueron
calibrados externamente con una mezcla estandar de péptidos (Applied Biosystems). A
partir de los espectros obtenidos (MS) se seleccionaron las sefiales mas intensas para la

obtencion de espectros de fragmentacion (MS/MS).
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El procesamiento de datos se realizd con el software Data Explorer v4.9. (Applied
Biosystems). Para el filtrado de las sefiales del espectro se utiliz6 un valor minimo de
relacion sefial/ruido de 25 para MS y 15 para MS/MS. Las busquedas se llevaron a cabo
con el motor de busqueda Mascot (http://www.matrixscience.com) en el modo Sequence
query, utilizando la base de datos de proteinas de la cepa PAK que se descargd de
UniProt (http://www.uniprot.org) o la base de datos del NBCI 20130706. Los
pardmetros de basqueda fueron: Taxonomia no restringida; saltos de cortes de tripsina
permitidos=1; modificaciones parciales: oxidacion de metionina y carbamidometilacion
de cisteinas; tolerancia de masa de péptidos=0,05 Da y tolerancia MS/MS=0,3 Da. Los
valores de m/z utilizados corresponden a los valores monoisotopicos. Se considero
positiva la identificacién de proteinas con un Mascot protein score estadisticamente
significativo (p<0.05) y al menos una fragmentacion asignada con un Mascot peptide

ion score significativo (p<0.05).

17-Anélisis proteémico por nano LC-MS/MS

Los extractos a analizar se corrieron en geles de poliacrilamida al 12%, se recortaron los
carriles correspondientes y se llevo a cabo la reduccion-alquilacién de cisteinas in-gel
como se detalla a continuacion: Los carriles recortados se incubaron durante 1 h a 56 °C
con DTT 10 mM. Transcurrido este tiempo se dejé a la muestra alcanzar temperatura
ambiente, se removidé el DTT y se incubé 45 min a temperatura ambiente con una
solucion 55 mM de IAA. La digestion con tripsina y extraccion de los péptidos se llevd
a cabo como se detall6 en la seccion anterior.

Los péptidos extraidos fueron concentrados y desalados en columnas de fase reversa
C18 Zip Tip® (Merck, Millipore) previamente equilibradas con 0,1% é&cido férmico
(fase A). La elucidn de los péptidos se realizd con 0,07% de &cido férmico en 70%
ACN (fase B). Las muestras se evaporaron hasta sequedad en SpeedVac y se
resuspendieron en fase A. La concentracion de péptidos se estimé a traves de medida de

absorbancia en un NanoDrop 1000 (Thermo).

La adquisicion de los espectros se llevo a cabo en un espectrometro de masa LTQ Velos
(Thermo Scientific) equipado con una trampa ionica lineal y acoplado a un sistema
nano-HPLC easy-nLC 1000 (Proxeon-Thermo Scientific). Para la separacion de los
péptidos se utilizd una pre columna PepMap C18 nano-trap Acclaim® 75 pm x 500
mm, (Thermo Scientific) y una columna PepMap C18 Easy spray 50 um x 150 mm
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(RSLC, 2 pum, 100 A). La elucion de los péptidos se llevo a cabo a un flujo de 250
nL/min utilizando un gradiente de 5% a 55% de fase B en 100 min. El andlisis on-line
se realiz6 en modo dependiente de datos (escaneo completo seguido de MS/MS de los
10 valores m/z mas intensos de cada segmento), usando una energia de colision
normalizada de 35. El voltaje de la fuente se fijo en 1,3 kV y la temperatura en 260 °C.
Para la seleccion de los valores de m/z a fragmentar por segmento se utilizé una lista de
exclusion dindmica con los siguientes parametros: recuento de repeticiones=3; duracion
de la repeticion=30 s; duracion de la exclusion=45 s. Para la adquisicion de datos se
utilizo el programa Xcalibur v2,1 (Thermo).

El proteoma de la cepa PAK conteniendo informacion de 5806 secuencias se descargo
de UniProt (http://www.uniprot.org). Utilizando el programa PatternLab for proteomics
v3.2.0.3 (Carvalho et al 2012) (http://pcarvalho.com/patternlab) se generd una base de
datos target reverse que incluye una lista de los 127 contaminantes mas comunes. Los
datos crudos se utilizaron para interrogar nuestra base de datos utilizando los parametros
que se detallan a continuacion: tolerancia de masa del precursor (ppm): 700; enzima:
tripsina; especificidad de la enzima: completa; maximo de cortes salteados permitidos: 1
modificaciones variables maximas por péptido: 2; modificaciones variables: oxidacion
de metioninas; modificaciones fijas: carbamidometilacion de cisteinas.

El filtrado de los espectros asignados se realiz6 con el motor de busqueda PatternLab.
Se establecieron como criterios una tasa de falsos positivos (False discovery rate FDR)
de 3% a nivel de espectros, 2% a nivel de péptidos, 1% a nivel de proteinas y un
minimo de dos secuencias asignadas para cada proteina. Todos los resultados reportados
poseen un FDR menor a 1%. El software PatternLab, médulo project organization, se
utilizé para comparar los proteomas WT y de PDE" utilizando el niimero de espectros
adquiridos para cada proteina como indicador de su abundancia. Las proteinas presentes
exclusivamente en WT o PDE" se identificaron mediante el modulo Approximate area-
proportional Venn diagram del mismo programa. En este trabajo, se compararon 4
réplicas por condicion (WT y PDE") para proteinas de membrana y 3 réplicas para
exoproteinas debido a que para una de las muestras se perdié mucha proteina durante la
extraccion del gel. Las proteinas de membrana se consideraron como exclusivamente
representadas en una clase (WT y PDE") si se encuentran presentes en al menos 3 de 4
réplicas de esa clase pero en 1 0 0 de la otra clase . En el caso de las exoproteinas las
proteinas se consideraron como positivas para una clase si fueron detectadas en al

menos 2 o0 3 réplicas y estan ausentes en la otra clase. Aquellas proteinas que se
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encuentran presentes en ambas muestras pero en distintos niveles se identificaron por
conteo de espectros utilizando el modulo TC fold. Se consideraron aquellas proteinas
presentes en al menos 3 réplicas por clase para proteinas de membrana y al menos 2
réplicas por clase para exoproteinas (WT o PDE"), con un valor de BHg<0,05. Sélo las
proteinas que satisfacen los criterios de tasa de cambio y estadistico se consideraron
diferencialmente expresadas.

Debido a la falta de informacion funcional y de localizacién subcelular para las
proteinas de la cepa PAK, se utilizaron las secuencias de cada una de las proteinas
identificadas como diferenciales por shotgun (194 proteinas de membrana, 164
exoproteinas) para realizar alineamientos contra la base de datos de la cepa de
referencia PAOL. Para ello se utiliz6 la herramienta Blast de Pseudomonas database
(Winsor et al 2011).

18-Anélisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico de los datos generados en los ensayos de adhesion se llevo a cabo
mediante test de Student.

Para los ensayo de formacion de biofilms, movilidad dependiente de flagelo y
movilidad dependiente de pili se realizd un analisis de varianza (ANOVA, p<0,05)
seguido de test de Tukey (q<0,05).
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V-RESULTADOS
1. Comparacion fenotipica de las cepas PAK PDE"y WT.

La cepa PDE" fue generada a partir de la transformacion de la cepa WT con el plasmido
pJN2133 como se explico en materiales y métodos. Las colonias obtenidas de la cepa
PDE" tienen la misma morfologia que las de la cepa WT. Asimismo, la capacidad de
proliferacion de ambas cepas en medio liquido es comparable, ya que los cultivos
alcanzan simultaneamente la misma DOggo (Resultados no mostrados). Inicialmente
comparamos los niveles de di-GMPc en ambas cepas y llevamos a cabo una
caracterizacion fenotipica de la cepa PDE" en cuanto a su capacidad de formacion de

estructuras multicelulares y adhesion a superficies bioticas.

1.1-La cepa PDE" posee bajos niveles de di-GMPc

Con el fin de estudiar el efecto de la sobreexpresion de la proteina PA2133 sobre los
niveles enddgenos de di-GMPc, se realizaron extracciones de nucle6tidos para las cepas
WT y PDE" seglin protocolos reportados en la literatura (ver materiales y métodos). La
curva estandar utilizada para determinar el contenido de di-GMPc en éstas muestras se
observa en la figura 11 A.

Segun este analisis, la concentracion de di-GMPc en la cepa WT es de 250 pmoles por
cada 100 mg de células (peso hiimedo) y para la cepa PDE" suplementada con 0,2% de
arabinosa este valor se encuentra por debajo del limite de deteccion del método de
HPLC (14 pmoles por cada 100 mg de bacterias). Los valores de concentracion para la
cepa WT se encuentran en el mismo 6rden de magnitud que los reportados previamente
en la literatura para la cepa de P. aeruginosa WT20265 (100 pmol de di-GMPc por cada
100 mg de células) (Simm et al 2009). La identidad de los picos con el mismo tiempo
de retencidn que el estandar de di-GMPc se determind mediante espectrometria de masa
de tipo MALDI/TOF-TOF. En el espectro de masa obtenido se observa que la sefial
mayoritaria corresponde a la sefial esperada para el ion monocargado del di-GMPc (m/z
observado: 691,5; m/z teodrico: 691,4) (figura 11 B). La identidad del mismo fue
confirmada mediante MS/MS. Los iones observados en el espectro de fragmentacion
son consistentes con la estrucutra quimica de di-GMPc, y su patron de fragmentacion
previamente reportado (Simm et al 2004). Las estructuras asignadas a las sefiales
mayoritarias en el espectro de fragmentacién se observan en la figura 11 B panel
derecho. Por lo tanto, a partir de éstos resultados podemos concluir que la
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sobreexpresion de la PDE PA2133 produce una cepa de P. aeruginosa con niveles de
di-GMPc indetectables en nuestro sistema, y que estan por debajo de 14 pmoles por
cada 100 mg de bacterias WT (peso humedo).
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Figura 11. Determinacidn de la concentracién de di-GMPc enddgeno por HPLC

A-Curva de calibracién generada a partir de la determinacion del area de los picos en el cromatograma
luego de la inyeccion de distintas cantidades del estandar de di-GMPc.
B-Espectro MS del pico correspondiente al tiempo de retencion del di-GMPc en muestras obtenidas de

la cepa WT.

C-Espectro MS/MS del ion mayoritario en el espectro de masa en B (m/z: 691,5). A la derecha se
observa una representacion de la molécula de di-GMPc y las estructuras correspondientes a las masas
observadas en el espectro de la izquierda.
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1.2-La cepa PDE" tiene disminuida la capacidad de formacion biofilms y sintesis de

Exopolisacéarido.

En la figura 12A se muestran los resultados obtenidos para la formacion de biopeliculas
en tubo de ensayo, visualizadas por tincion con cristal violeta. En la misma se observan
claramente los bordes de la pelicula formada por la cepa WT asociados al vidrio,
mientras que la sobreexpresion de la proteina PA2133 disminuye marcadamente la
capacidad de formar éstas estructuras multicelulares. Méas aun, la suplementacion del
medio con 0,05% Yy 0,2% de L-arabinosa permitié observar una disminucion gradual en
la formacion de biopeliculas. Debido a que el gen PA2133 se encuentra bajo el
promotor de L-arabinosa, y que el mismo es titulable, estos resultados indican que el
fenotipo observado se correlaciona con los niveles de expresion de PA2133.

La formacion de biofilms se cuantificO mediante ensayos en placa de microtitulacion,
por determinacion de la absorbancia a 570 nm del cristal violeta retenido en los biofilms
en al menos 7 pocillos por condicién. En la figura 12B se observa que la induccion del
gen PA2133 con 0,05% de L-arabinosa disminuye la formacion de biofilms en un 72%,
mientras que la induccion con 0,2% la reduce en un 77% respecto a la cepa WT.
Mediante test de ANOVA (p<0,05) seguido de test de Tukey (g<0,05), se determind
que estas diferencias son estadisticamente significativas, sugiriendo que el fenotipo
observado en la formacion de biofilms se correlaciona con los niveles de expresién de la
proteina PA2133.

Finalmente se evalud la produccion de EPS creciendo las cepas WT y PDE" en medio
suplementado con rojo Congo. Este colorante ha sido ampliamente utilizado como
indicador de la capacidad de produccion de EPS, ya que el mismo se une a los
carbohidratos que conforman la substancia polimérica extracelular. En la figura 12 C se
muestra una imagen de las colonias donde se observa que la cepa WT incorpora el
colorante mientras que esta incorporacion esta muy disminuida en la cepa PDE".

En suma, los resultados obtenidos nos permiten concluir que la cepa que sobreexpresa
la proteina PA2133 posee un fenotipo defectuoso tanto para la formacion de
biofilms/biopeliculas como para la produccion de EPS.
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Figura 12. Efecto de la
sobreexpresion de PA2133 sobre la
formacion de biopeliculas (A),
biofilms (B) y EPS (C) en P.
aeruginosa.

Todos los ensayos se llevaron a cabo
para las cepas WT vy PDE"
suplementada con 0,05 % de L-
arabinosa (0,05% ara) o 0,2% de L-
arabinosa (y 0,2% ara).

A-Fotografia de los bordes de las
biopeliculas adheridos al tubo de
ensayo, tefiidas con cristal violeta.
B-Cuantificacion de la formacion de
biofilms por ensayo en placa de
microtitulacion. * indica diferencia

estadisticamente significativa
(p<0,05) por ANOVA vy test de Tukey
(9<0,05).

C-Apariencia de las colonias crecidas
en medio suplementado con rojo
Congo.
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1.3-La cepa PDE" tiene disminuida la capacidad de adhesion a la superficie
epitelial.

Dado que el primer paso para la translocacion de toxinas al hospedero es la adhesion a
la superficie celular, en el presente trabajo se evaluo la capacidad de adhesion de la cepa
PDE" a células epiteliales MDCK. Para ello se realizaron ensayos de microscopia
confocal, asi como ensayos de adhesion estandar que permitieron cuantificar el efecto
observado en la microscopia. En la figura 13A se muestran imégenes representativas de
los ensayos de adhesion evaluados mediante microscopia confocal. En rojo se observa
el citoesqueleto de actina de las células MDCK tefiido con faloidina-alexa 594 y en
verde las bacterias (PAK-GFP). A partir de estos experimentos es posible observar que
el numero de bacterias adheridas a la superficie de las células epiteliales es mucho
menor para la cepa PDE" (suplementada con 0,2% L-arabinosa) con respecto a la cepa
WT. Esta observacion se confirmé mediante la cuantificacion de las bacterias adheridas
a la superficie epitelial. Brevemente, se sembro el producto de lisis celular en placas de
LB agar y se contaron las UFCs. Los datos normalizados indican que la adhesion de la
cepa PDE" (0,2% de L-arabinosa) es del 6% con respecto a la cepa WT (Figura 13B).
Estos resultados son el promedio de 5 experimentos independientes evaluados por
triplicado para cada condicion, y las diferencias observadas son estadisticamente
significativas (test T de Student, p<0.05). En conjunto, estos resultados demuestran que

la capacidad de adhesion a la superficie celular esta muy reducida en la cepa PDE".
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Figura 13. Efecto de la expresion de la fosfodiesterasa de di-GMPc PA2133 sobre la
capacidad de adhesion de P. aeruginosa a la superficie epitelial.

A-Imagenes de microscopia confocal donde se observan en verde se observan bacterias WT y
PDE" expresando GFP y en rojo el citoesqueleto de actina de las células MDCK tefiidas con
faloidina-alexa 594..

B-Adhesion relativa cuantificada mediante ensayo estandar. Se observa una reduccion de la
adhesion del 94 % para la cepa PDE" respecto a WT. La diferencia es estadisticamente
significativa por test T de Student (p<0,05).
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2. Analisis proteémico de las cepas de P. aeruginosa PDE"y WT.

Con el fin de profundizar en los mecanismos moleculares responsables de los cambios
fenotipicos observados en la cepa PDE" se llevaron a cabo estudios protedmicos
cuantitativos y comparativos entre ambas cepas. Para ello se utilizaron dos estrategias
protedmicas complementarias: la estrategia clasica basada en geles bidimensionales y la
estrategia shotgun. El analisis se centré ademas en el estudio de proteinas presentes en

dos fracciones sub-celulares: proteinas de membrana y exoproteinas.
2.1-Proteinas de membrana

a. Optimizacion de los protocolos de extraccion de proteinas de membrana y
su separacion en geles bidimensionales.

La extraccion y analisis de proteinas de membrana representan un desafio desde el
punto de vista analitico debido a las dificultades asociadas a su caracter hidrofébico. Por
este motivo, como paso previo al andlisis protedmico, se optimizo la extraccion y
separacion de proteinas de membrana. Para esto se evaluaron 4 protocolos: dos de ellos
(1y 2) implican lisis osmotica mientras que en los otros dos (protocolos 3 y 4) la lisis se
realizd por sonicacion (ver materiales y métodos). Un resumen de cada uno de estos

protocolos se muestra en la tabla 1.

Las muestras obtenidas con los distintos protocolos fueron separadas en geles de SDS
PAGE como se muestra en la figura 14. En todos los casos se observan patrones muy
similares, donde las bandas mayoritarias son comunes a todos los métodos. Por otro
lado, utilizando espectrometria de masa se identificaron las proteinas presentes en las
distintas bandas (visibles por tincion con azul de Coomassie) para corroborar que
corresponden a proteinas de membrana. En la tabla 3 se muestran las proteinas
identificadas en cada banda y su localizacion subcelular de acuerdo a la anotacion en la
base de datos de Pseudomonas database (Winsor et al 2011). Todas las proteinas
identificadas utilizando el protocolo nimero 1 corresponden a proteinas de membrana.
En comparacion, el protocolo niumero 2 permitio recuperar bandas adicionales, que
fueron luego identificadas como proteinas citosolicas (ver tabla 3). Los protocolos 3y 4
se distinguen del protocolo 1 en que el método de lisis utilizado es la sonicacién. Dado
que este método de lisis no mejora la recuperacion de proteinas de membrana, y debido
a la potencial peligrosidad de los aerosoles generados al sonicar un patdgeno

oportunista, se eligio el protocolo 1 para los experimentos siguientes.
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Figura 14. Anélisis por SDS-PAGE de las fracciones de

proteinas de membrana obtenidas por los distintos
protocolos.

Gel de SDS PAGE tefiido con azul de Coomassie mostrando el
patrén de proteinas recuperadas por los distintos métodos
utilizados para la preparacion de fracciones de membrana. Las
bandas indicadas en los carriles 1 y 2 se recortaron y analizaron
por MALDI-TOF/TOF. Las proteinas identificadas se resumen
en la tabla 3.

MM-Marcador de masa molecular;
Carril 1: Protocolo 1 (lisis osmética/Incubacion con Na,CO3)

Carril 2: Protocolo 2 (lisis osmética)
Carril 3: Protocolo 3 (sonicacion fuerte)
Carril 4: Protocolo 4 (sonicacion suave)

Tabla 3: Proteinas identificadas en las principales bandas obtenidas por separacion de la

fraccién de membrana de la cepa WT de P. aeruginosa mediante SDS PAGE

o . Cobertura Mascot N° de .
N° en Gen en Proteina de rotein éotidos Localiza-
el gel PAO1 identificada . P « pep cion 1

secuencia score asignados

1 PA3115 FimV 30% 255 13 CM

2 PAO0595 OstA 28% 221 23 oM

3 PA5040 PilQ 31% 317 16 oM

4 PA3790 OprC 36% 404 16 oM

5 PA0958 Porin OprD 42% 515 16 oM

6 PA4067 Porin OprG 24% 113 4 oM

7 PA0291 Porin OprE 27% 99 10 oM

Protease 0

8 PA4941 subunit HfIC 20% 98 5 (0]\Y\Y2

9A . 26% 180 6

9B PAL777 Porin OprF 44% 370 10 OM

No
10A identificada’
50s
10B PA4260 ribosomal 45% 221 12 C
protein
PA2853/ | Porin Oprl/ OAIAAO
11 PA0973 Porin OprL 38%/44% 89/170 417 OM/OM
PhoP/Q and
12 | pa117s | oW Mg2+ 13% 79 2 oM
inducible
protein
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No
13A identificada”
Glutamate
13B PA3068 dehydrogena 20% 253 27 C
se

* Todos los Mascot scores reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05).
tLocalizacion de acuerdo a Pseudomonas database OM: Membrana externa; CM: Membrana
citoplasmica; OMV: Vesiculas de membrana externa; C: Citoplasmica

" En estas muestras no se identifico de manera estadisticamente significativa ninguna proteina.
Las sefiales mayoritarias observadas corresponden a tripsina.

Luego de definir el método para la generacion del extracto de proteinas de membrana se
procedio a optimizar su separacion en geles bidimensionales. Para este fin se analizaron
extractos de la cepa WT como referencia, utilizando un gradiente de pH 3-10 lineal de
13 cm para la primer dimension y geles de acrilamida al 12% para la segunda
dimension. El gel generado se muestra en la figura 15, donde se pueden observar spots
bien definidos. Los 28 spots mayoritarios sefialados se recortaron para su identificacion
(ver tabla 4). Mediante el algoritmo Psort 3.0 se predijo la localizacion subcelular de
todas las proteinas identificadas en base a su secuencia (Yu et al 2010). Segun nuestros
resultados (Figura 15 B) el 82 % de las proteinas identificadas corresponden a proteinas
de membrana (71% membrana externa y 11% interna) mientras que el resto representan

proteinas citoplasmaticas (14%) o de localizacion indeterminada (4 %).
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Figura 15. Separacion en geles bidimensionales e identificacion de proteinas en la fraccion
enriquecida en proteinas de membrana de la cepa WT.

A-Ilmagen representativa de la fraccion de membrana analizada en geles 2D (13 cm lineal,
gradiente de pH 3-10, 12% de acrilamida) tefiidos con azul de Coomassie. A la derecha se
observa el marcador de masa molecular. Los 28 spots mayoritarios indicados en la figura fueron
identificados por espectrometria de masa y blsqueda en bases de datos. La lista de proteinas
identificadas se muestra en la tabla 4. Como se observa en la imagen la mayoria de los spots se
acumulan en la zona de pH &cido y alta masa molecular.

B-Prediccion de la localizacion subcelular de las proteinas identificadas a partir del gel 2D
mediante el algoritmo PSort. Se observa que el 71% de las proteinas identificadas corresponden
a proteinas de membrana externa, 11% a membrana interna, 14% a proteinas citoplasmica y 4%
poseen localizacion indeterminada.
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Tabla 4: Proteinas identificadas en los spots obtenidos por separacion de la fraccion de

membrana de la cepa WT en geles 2D.

o . Cobertura Mascot N° de .
N°en Genen _ Pro_tglna de protein péptidos Localiza-
el gel PAO1 identificada . ; cién

secuencla score* aS|gnados

1 PA0328 PapB 26% 200 15 oM

2 PA3648 Opr86 15% 268 10 OM

3 PA0595 OstA 26% 256 22 OoM

4 PA5112 EstA 12% 98 6 OoM

5 | pAggpg | Hypothetical |50, 01 10 oM

protein

6 PA5040 PilQ 47% 577 28 OoM

7 PA3790 OprC 30% 341 14 OoM

Succinate
8 | PA1583 dilhydroge”.""se 29% 240 15 CM
avoprotein
subunit
ATP synthase

9 PA5556 | FOF1 subunit 16% 246 7 C

alpha

10 PA4974 TolC 54% 456 19 oM

11 PA4501 OpdP 33% 286 10 oM

ATP synthase

12 PA5554 | FOF1 subunit 50% 292 18 CM

beta

13 PA3186 OprB 35% 167 8 oM

14 PA0958 OprD 21% 270 9 oM

15 PAL1777 OprF 63% 374 17 oM

16 PA2760 OprE3 38% 456 16 oM

17 PA1288 Omp 35% 269 10 oM

18 PA0291 OprE 21% 167 8 oM

19 PA0291 OprE 31% 350 12 oM

20 | paassp | Yniversal 30% 177 8 C

stress protein

21 | pA33ag | Chemotaxis 37% 179 8 C

protein
Succinate
22 | pAlsgs | dehydrogenase | 5o, 157 9 CM
iron-sulfur
subunit

23 | pagazy | ron-sulfur 41% 231 6 CM

protein

24 PA4067 OprG 47% 171 11 oM

Cbb3-type
25 | pa1sse | CYtochrome C | 5g0, 127 8 C
oxidase
subunit 11

26 PA4067 OprG 51% 236 12 oM

27 PA4661 Pagl 70% 212 9 |

28 PA1178 Pho P/Q 53% 307 8 oM

* Todos los Mascot scores reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05).
+ La localizacion celular se predijo utilizando el programa Psort. OM: Membrana externa. CM:
Membrana citoplasmica. I: Indeterminada. C:citoplasmica
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Dado que la mayoria de las proteinas se concentran en la zona de pH acido, y que las
mismas se acumulan en la parte superior del gel, para fines posteriores el andlisis se
llevéd a cabo en gradientes de pH 4-7 y geles de poliacrilamida al 10%. Geles
representativos para las cepas PDE" (0,2% L-Arabinosa) y WT se muestran en la figura
16. Como se puede observar los perfiles de proteinas estan muy conservados entre
ambas cepas indicando que los cambios fenotipicos no se deben a un cambio global en
la expresion de proteinas mayoritarias de membrana, sino que se relacionan con
cambios en los niveles de expresion de proteinas menos abundantes o a cambios en la

actividad de las proteinas.

PDE" 0,2% ara WT
+ - + -
4 7 4 7
— S I\7IPﬂ/I /\ \ MPM
“ 97 =7 9'7 |
B P 66 _!" et 66
1] ‘l i o ]
f ‘ ‘g’ ' ? '1 . . ey or i g 45\
e 4
| .
| ' 30, ‘ 30,
| -0 o
, 20 20
- 4 o =5 el MR o

Figura 16. Separacion de proteinas de membrana de las cepas WT y PDE" por
electroforesis bidimensional.

Iméagenes representativas de la fraccion de membrana. Primera dimension: gradiente
de pH 4-7. Segunda dimensién: separacion en geles 10% de acrilamida. Los geles
fueron tefiidos con azul de Coomassie.
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b. Analisis comparativo de la sub-fraccion de proteinas de membrana insoluble en
buffer 2D.

Durante la preparacion de extractos de membrana para su separacion en geles
bidimensionales, se observé que una fraccion de las proteinas permanece insoluble al
momento de resuspender las mismas en buffer de rehidratacion 2D. Esta subfraccion de
proteinas (que corresponde aproximadamente a un 5% del total de la fraccion de
membrana) fue resuspendida en buffer 1D y analizada por SDS PAGE (ver materiales y
métodos). El andlisis de estas subfracciones permitio detectar algunas proteinas
diferenciales entre las cepas WT y PDE", que se indican en la figura 17. Estas
diferencias observadas fueron consistentes en 4 extractos preparados en forma
independiente. Las bandas indicadas se recortaron del gel y se analizaron mediante
espectrometria de masa de tipo MALDI-TOF/TOF. La tabla 5 resume las proteinas
identificadas en cada banda con sus respectivos porcentajes de cobertura de secuencia,
namero de péptidos asignados, scores de Mascot y localizacion subcelular. La banda 4
que presenta una mayor intensidad en la cepa PDE", se identifico como la proteina
PA2133, confirmando la sobreexpresion de nuestra fosfodiesterasa de interés. Los
resultados se muestran en la figura 18, donde se observa el espectro de masa obtenido
(Figura 18 A) y la asignacion de los valores experimentales de m/z a péptidos de la
secuencia de PA2133 (Figura 18 B). Este resultado no solo permitié confirmar la
sobreexpresion de la fosfodiesterasa PA2133, sino también obtener datos que confirman

parcialmente su secuencia (cobertura 75%).

MM WT  PDE'0,2%ara )
Figura 17. Andlisis por SDS-PSGE (12%

ot | @ acrilamida) de la subfraccion de membrana

97 3 _ insolublelen buffer 2D. o
: Las proteinas presentes en la fraccion insoluble de las
66 - cepas WT y PDE" fueron separadas por SDS PAGE.

Las bandas indicadas con un recuadro fueron cortadas
para su andlisis por espectrometria de masa. La
- — identidad de las proteinas se resume en la tabla 5. A la
' izquierda se observa el marcador de masa molecular.
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Tabla 5: Proteinas identificadas en las bandas diferenciales presentes en la fraccion de

membrana insoluble en buffer 2D de las cepas WT y PDE*

enel | Genen | Genen | Proteina | COPGEMT | RO BLE | Locali | SO0
PAK PAO1 identificada . . zacion T .

QEI secuencia score* aSIgnadOS en:

1 g&% PAO413 |  ChpA 21% 349 46 C PDE’

2 SZAO% PA3115 |  FimV 40% 517 30 M1 PDE*

3 | PAK_ 1 pas115 | Fimv 34% 459 29 MI WT
02078
PAK Fosfodies_tera .

4 | oblos | PA2133 | sadedi- 75% 208 20 MI PDE

GMPc

% Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realizé una
comparacion de secuencias (Pseudomonas database blast) para identificar el gen en la cepa
PAOL.

® La anotacion de la proteina se obtiene de la busqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAO1

* Todos los Mascot scores reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05).

+ La localizacion subcelular se determiné de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database.
MI: Membrana interna; C:citoplasmica

" Figura 18. Andlisis por

espectrometria de masa de

tipo MALDI/TOF-TOF de la

banda 4 de la figura 17.

A- Espectro de masa de los

péptidos tripticos obtenidos a

partir de la banda 4.

B- Asignacion de los valores de
’ m/z a péptidos de la secuencia
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1 MNSSPQARQH EHPPAVAASL AGDLRLARRF QAALARGRVR LDWQAVRHAG
51 HPEWEPLYRE TLLRVTAASG EPPLPTQELI LALERLGLVC LLDRCVLGTV
101 LDRLNAEPTL RLACNLSRQS AAMDAWWEAV CRWLAARPQV ARRLTLELTE
151 TAVGERVATR EFIRRLREHG VRIAIDDFGA AHNNLDFVLD ARPDVIKIDC
201 RYTREARRSA KGAEVLRHLL ALCRELAPCV VLEGLEEDDA FARLPTGDVY
251 LQGNAIAPPM RVEPPLSVRR PKSRARIEAL ASRQG

Por otro lado, las bandas 2 en PDE" y 3 en WT fueron identificadas inequivocamente
como FimV (PA3115). En particular, se observé que la isoforma predominante en WT

posee menor masa molecular que la forma predominante en PDE’. Experimentos
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posteriores demostraron que los niveles globales de esta proteina son comparables en

ambas cepas. Para analizar en mayor detalle las diferencias en secuencia de las formas

de mayor y menor masa molecular de FimV, se analizaron los péptidos obtenidos por

digestion triptica de las bandas predominantes en cada cepa mediante espectrometria de

masa de tipo ESI-trampa ionica acoplado a nano HPLC. Esta aproximacién permitio

aumentar la cobertura de secuencia obtenida. En el caso de la cepa PDE" se

identificaron péptidos a lo largo de toda la secuencia de FimV, obteniendo un 63% de

cobertura de secuencia. Sin embargo, en el caso de la cepa WT sélo se obtuvo un 41%

de cobertura de secuencia. Notablemente en este ultimo caso se identifican péptidos

correspondientes a la region N-terminal de la proteina, pero no asi a la regién C-

terminal que contiene el dominio TPR (Wehbi et al 2011). Estos resultados indican que

mientras que este dominio esta presente en la isoforma mayoritaria de la cepa PDE", no

se detectan péptidos del mismo en la isoforma de menor masa molecular mayoritaria en
la cepa WT (Figura 19).
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Figura 19. Cobertura de
secuencia de las isoformas
de la proteina FimV de alta
y baja masa molecular.
Asignacién de los espectros
de fragmentacion obtenidos
usando una trampa iénica a
secuencias de FimV. Las
secuencias identificadas en
cada caso se indican en rojo.
Cobertura de  secuencia
obtenida para WT: 41%; para
PDE" 0,2% arabinosa: 63%
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Por ultimo, la banda 1 fue identificada como ChpA (PA0413). A partir de nuestros
resultados no es posible concluir si la deteccion de esta proteina en la fraccion de
membrana de la cepa PDE" se debe a un aumento global en su expresion o a un cambio

de localizacién por un mecanismo aun desconocido.

c. Andlisis protedmico comparativo de proteinas de membrana por 2D DIGE

Para este andlisis se utilizaron 4 extractos independientes para cada condicion. La
concentracion de proteinas determinada por densitometria para cada extracto se resume
en la tabla 6. El disefio experimental del 2D DIGE se resume en la tabla 2, y los detalles
de la adquisicion y analisis de imégenes se describen en materiales y métodos. Una
imagen representativa de un gel de 2D-DIGE se muestra en la figura 20.

Tabla 6: Concentracion de proteinas en la fraccion de membrana determinada por
densitometria de geles de SDS PAGE.

Extracto [Proteinas]
(ng/mL)
WT 1 2,01
WT 2 1,44
WT 3 2,37
WT 4 2,23
PDE" 1 1,42
PDE" 2 1,55
PDE" 3 2,26
PDE" 4 2,09
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Cy3-WT Cy5-PDE*  Cy2-Estandar

Figura 20. Analisis por geles 2D-DIGE de la
fraccion de proteinas de membrana.
A-Imégenes representativas de un gel 2D de
gradiente de pH 4-7 y 10% de acrilamida.

Se muestra la deteccion diferencial de las
proteinas provenientes de las distintas
condiciones: rojo: WT (Cy3); verde: PDE"
0,2% ara (Cy5); azul: Estandar interno (Cy2).
B-Imagenes superpuestas de Cy3 y Cyb5. El
andlisis de iméagenes de los 4 geles del
experimento permitié detectar 569 spots, de los
cuales 41 spots fueron diferenciales
considerando una tasa minima de cambio de +
1,25y p<0,05. Los 10 spots indicados en el gel
se cortaron para su analisis por espectrometria
de masa. En la tabla 7 se muestran las proteinas
identificadas en cada spot, asi como los niveles
relativos de cada spot en las distintas cepas.

El anélisis de imagenes de los cuatro geles permitié detectar 569 spots, de los cuales 41
fueron diferenciales considerando una tasa de cambio minima de + 1,25 y un p<0,05; 23
de ellos se detectaron sobrerrepresentados en WT y 18 en PDE". La tasa de cambio
maxima observada para estos spots fue de 4,79 (spot 6) mientras que el menor cambio
correspondié al spot 2 con una tasa de 1.48. Del total de 41 spots diferenciales
solamente 10 tuvieron una intensidad suficiente para ser escindidos manualmente de un
gel preparativo tefiido con Coomassie. La identidad de las proteinas contenidas en
dichos spots se obtuvo mediante andlisis por espectrometria de masa de tipo
MALDI/TOF-TOF. En la tabla 7 se muestra la lista de las proteinas identificadas
incluyendo para cada caso los datos de cobertura de secuencia, Mascot score, nUmero
de péptidos asignados, valor p, tasa de cambio y localizacion subcelular. En los 10 spots
recortados se identificaron 11 proteinas. Solamente una de ellas (CdrB) esta
sobrerrepresentada en PDE", mientras 3 spots sobrerrepresentados en WT contienen 4
proteinas (OprD, Type A flagellin, EstA y PA0328). CdrB junto con CdrA forman parte
de un sistema de dos componentes donde CdrA es una adhesina secretada que une
carbohidratos y CdrB es su transportador. OprD es una porina que se ha visto implicada

en la translocacion de aminoacidos basicos y péptidos a través de la membrana asi como
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en la resistencia a algunos antibidticos (Peng et al 2005, Trias & Nikaido 1990). La
flagelina tipo A es la principal subunidad estructural del flagelo y cumple un rol
fundamental en la movilidad y adhesion, ademas de ser un conocido factor de virulencia
(Brimer & Montie 1998, Feldman et al 1998). EStA es una esterasa de membrana que se
ha visto implicada en la produccion del biodetergente ramnolipido, asi como en la
movilidad celular y formacion de biofilms (Wilhelm et al 2007). La funcion de PA0328
es desconocida. En el caso del spot 8 se identificaron dos proteinas (OprD y Type A
flagellin), por tanto a partir de este analisis no es posible concluir cuél de las dos es
responsable de la variacion en la intensidad relativa de fluorescencia detectada. Para los
6 spots restantes, las diferencias se adjudicaron fundamentalmente a la presencia de
diferentes isoformas de la misma proteina en WT y PDE". En particular el spot
correspondiente a OprG (masa molecular 25 kDa) posee mayor intensidad de
fluorescencia relativa en la cepa WT, mientras que otra isoforma de la misma proteina
(masa molecular 35 kDa) fue detectada con mayor intensidad en la cepa PDE". OprG es
una porina que se ha visto implicada en la resistencia a antibidticos y se cree que esta
relacionada a la captacion de hierro del medio (Gensberg et al 1999, Peng et al 2005).
Una situacion similar, pero con cambio en el punto isoeléctrico (pl) ocurre en el caso de
los spots de ABC transporter y OprC. ABC transporter es una proteina de funcién poco
descripta y OprC es una porina regulada por Cu®" y se cree que participa en la captacion
de este ion del medio (Yoneyama & Nakae 1996). Para ABC transporter, la isoforma
predominante en WT posee un punto isoeléctrico de 5,5 mientras que en la isoforma
predominante en PDE" el pl es de 5,6. Para OprC la isoforma mayoritaria en WT tiene
un pl de 5,5 y para la mayoritaria en PDE" el pl es de 5,4. En estos casos las diferencias
observadas en el pl probablemente se deban a modificaciones postraduccionales,
fundamentalmente aquellas que adicionan o suprimen una carga en la proteina, como la
fosforilacion o la acetilacion. Sin embargo a partir de la comparacion de los mapas
peptidicos de las diferentes isoformas de estas proteinas no fue posible identificar
péptidos diferenciales que pudiesen ser responsables de los cambios en pl observados.
Tampoco se encontraron descriptas en la bibliografia modificaciones postraduccionales

para estas proteinas.
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Tabla 7: Identidad de las proteinas presentes en los spots diferenciales de las fracciones de

de membrana analizadas por 2D DIGE.

N° . Cobertura | Mascot N° de d Sobre-
en el Genen | Gen en . Prqtgma de protein péptidos p- value Tasa e representada
PAK PAO1 identificada® . : cambio
gel secuencia score* asignados en
PAK_ Putative 0
1 00540 PA0328 aminopeptidase 25% 209 10 0,0035 2,96 WT
2 | oeutg | PASLI2 | Esterase (Est) | 24% 183 9 0,0039 | 148 WT
PAK _ TonB dependent 59% 357 36 0,0063 2,94 +
3 01389 PA3790 receptor (OprC) PDE
PAK TonB dependent 0 WT
4 01389 PA3790 receptor (OprC) 62% 396 38 0,065 2,57
ABC transporter 0
5 PAK PA4595 ATP binding 25% 226 9 0,0009 2,84 WT
05062 .
protein
PAK ABC transporter
6 05062 PA4595 ATP binding 36% 211 14 0,0130 4,79 PDE"
protein
Hemolysin
7 | PAK_ | ppggoq | Bctivation/secret | o0, 327 20 0,0078 | 2,23 PDE*
05093 ion protein
(CdrB)
PAK
04422/ | PA0958 Porin (OprD) 48% 286 16
8 PAK | ausente | Type A flagellin 38% 148 10 0,014 2,77 wT
04280
PAK _ Membrane 37% 135 12 0,018 2,34 +
; 01111 PA4067 protein (OprG) PDE
PAK_ Membrane 0 WT
10 01111 PA4067 protein (OprG) 26% 126 4 0,015 2,68

# La anotacion de la proteina se obtiene de la blsqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir de su homologo en PAOL.
* Todos los Mascot scores reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05).

d. Analisis proteémico cuantitativo de proteinas de membrana por LC MS/MS.
Los mismos extractos generados para el analisis por 2D-DIGE (4 WT y 4 PDE") fueron
analizados mediante cromatografia liquida utilizando un nano-HPLC acoplado a un
espectrometro de masa de tipo ESI-trampa ionica. Los espectros de MS y MS/MS
obtenidos fueron analizados con el programa PatternLab. Las proteinas presentes en
cada una de las réplicas bioldgicas analizadas de las cepas WT o PDE" se identificaron
por comparacion con una base de datos de la cepa PAK. En el caso de las muestras de la
cepa WT se identificaron 442, 331, 482 y 429 proteinas utilizando el criterio de maxima

parsimonia, con un minimo de 2 secuencias peptidicas identificadas. Estas proteinas
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representan el minimo de proteinas que justifican las secuencias identificadas a partir
del apareamiento de espectros. Por otro lado en el caso de las réplicas de las muestras
PDE" se identificaron 324, 418, 193 y 540 proteinas utilizando el mismo criterio
estadistico. Utilizando el programa PatternLab (mddulo Approximate area-
proportional Venn diagram) se realizd un analisis de las proteinas presentes
exclusivamente en una u otra cepa. Se tomdé como criterio considerar como
exclusivamente representadas en una clase a aquellas proteinas que estan presentes en al
menos 3 de 4 réplicas de una condicion y en 1 0 0 de la otra. El analisis muestra que 190
proteinas estan presentes en ambas condiciones, 114 proteinas estan presentes
solamente en WT, y que 57 proteinas estan presentes exclusivamente en PDE". Las
proteinas que se identificaron exclusivamente en WT se muestran en la tabla 8, mientras
que la tabla 9 muestra las proteinas presentes Gnicamente en PDE". En las tablas se
muestra ademas el numero de réplicas en las que se identifico cada proteina y su sefial
total (que representa la sumatoria de los espectros asignados a esa proteina en las
distintas réplicas). Debido a las escasez de informacion sobre localizacion subcelular y
funcién de las proteinas de la cepa PAK, se utilizo la herramienta Blast sobre la base de
datos de PAOL1 de la Pseudomonas database (Winsor et al 2011). De esta forma se
determiné el gen homodlogo en PAOL1 de cada proteina identificada, asi como el
porcentaje de homologia. Esto permitié obtener informacion acerca de la funcién de

cada proteina (PseudoCAP function) asi como de su localizacion subcelular.

Las proteinas méas abundantes (y para las cuales no se encontraron diferencias entre
ambas cepas) se detectaron con un gran numero de espectros (sefial total entre 3600 y
400). Estos datos estan en concordancia con lo observado en los geles 2D, donde los
perfiles de las proteinas mas abundantes no estdn modificados por la sobreexpresion de
PA2133.
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Tabla 8. Proteinas identificadas exclusivamente en la fraccion de membrana de la cepa
WT en anélisis protedbmicos de tipo shotgun.

% de

Genen | Genen L e b N° de Sefal Locali- .
PAK PAQL? r}gg}g— Proteina identificada réplicas | total® zaciént PseudoCAP function
85A1Ié§ PA4633 100 Chemotaxis protein 4 109 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
523516 PA2654 100 Chemotaxis protein 4 107 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ 50S ribosomal protein Translation, post-translational
00915 | PA4256 | 100 L16 (RplP) 4 %0 c modification, degradation
PAK _ Fe(lll) dicitrate oM/ Membrane proteins-Transport of
01276 PA30L | 99,7 transporter (FecA) 4 86 oMV small molecules
8?;25 PA1608 99,6 Chemotaxis protein 4 84 CM/OM | Adaptation, Protection-Chemotaxis
(F)??gi PA2867 | 99,6 | Chemotaxis transducer 4 84 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ Chemotaxis protein . . .
04765 PA4309 100 (Fragment) (PctA) 4 77 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
8?4};5 PA2788 | 99,8 Chemotaxis protein 4 73 CM/OM | Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK _ Paraquat-inducible OM/OM Hypothetical, unclassified,
05178 PA468Y | 99.7 protein B-like protein 4 68 \Y unknown
Y880_ Transcriptional
01135 | PA5253 | 99,7 P 4 66 u/oMmv Transcriptional regulators
80 regulator (AIgR)
PAK _ Glycine betaine oM/ Amino acid biosynthesis and
02114 PA3082 100 transmethylase 4 64 oMV metabolism
PAK . Transport of small molecules-
03220 PA2113 | 99,3 Porin (OpdO) 4 64 oM Membrane proteins
PAK _ Chemotaxis protein . i .
04762 PA4307 | 99,8 (Fragment) (PctC) 4 62 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK _ Outer membrane porin OM/OM | Membrane proteins-Transport of
00379 PADL62 | 993 (OpdC) 4 61 \Y small molecules
g?gjfg PA2652 | 99,8 Chemotaxis protein 4 58 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
Y880_ . Hypothetical, unclassified,
01255 | PA0328 | 992 | Miembrane protein 4 54 | OMOM | 1 nknown-Amino acid biosynthesis
(AaaA) \Y .
65 and metabolism
Outer membrane .
PAK _ PA4765 | 994 protein assembly 3 50 OM/OM | Membrane proteins-Transport of
05262 \Y small molecules
factor (BamE)
PAK_ Chemotaxis protein . . .
02745 PA2651 | 96,8 (CtpH) 4 48 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ Flagellar hook protein Cell wall / LPS / capsule-Motility
04302 PAL080 | 99,8 (FIgE) 3 47 E/OMV & Attachment
PAK NADH-quinone
— | PA2641 100 | oxidoreductase subunit 3 46 C Energy metabolismo
02660
F (NuoF)
PAK _ Succinate CM/OM .
03767 PA1584 | 100 dehydrogenase (SdhB) 3 46 v Energy metabolismo
PAK _ Aerotaxis receptor CMm/ . . .
03791 PA1561 | 99,6 (Aer) 4 45 OMV Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ | PA0D434 | 98,8 TonB-dependent 4 45 oM Membrane proteins
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00650 receptor
PAK _ Pilus assembly protein .
01850 PA3340 | 98,7 (FimV like) 44 U/MLS Membrane proteins
PAK_ Flagellar P-ring Cell wall / LPS / capsule-Motility
04298 PAL084 100 protein (Figl) 41 P & Attachment
PAK _ Aldehyde .
00580 PA0366 100 dehydrogenase 40 C Putative enzymes
PAK _ Aromatic amino acid Amino acid biosynthesis and
02050 PA3L39 | 998 aminotransferase 40 c metabolism-Putative enzymes
PAK _ Glutamate synthase .
01585 PA3602 100 (YerD) 38 C/oOMvV Membrane proteins
PAK _ C CM/OM Two-component regulatory
01921 PA3271 | 99,8 Histidine kinase 38 v Systems
gg% PA2920 | 100 | Chemotaxis transducer 37 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ PA3500 | 998 ATP-depe_ndent RNA 36 c Transcription, RNA processing and
01227 helicase degradation
ngji PA3349 100 Chemotaxis protein 34 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ Ligand-gated channel OM/OM
04976 PA4514 | 99,7 protein 34 v Transport of small molecules
PAK Cyclic AMP receptor .
00865 PA0652 100 protein (VfR) 33 C Transcriptional regulators
L-seryl-tRNA(Sec) . .
PAK_ PA4808 99,6 selenium transferase 32 C Translz_slt_lon,_ post—translat_mnal
05306 (SelA( modification, degradation
Translation, post-translational
PAK _ 30S ribosomal protein modification, degradation-DNA
01441 PA3745 100 S16 (RpsP) 31 c replication, recombination,
modification and repair
PAK Hypothetical, unclassified,
01982 PA3214 100 ABC transporter 31 U unknown
C4-dicarboxylate ABC . -
PAK_ PA3884 100 transporter substrate- 31 C/oMV Hypothetical, unclassified,
01330 e . unknown
binding protein
PAK _ . Hypothetical, unclassified,
00573 PA0359 100 Multidrug transporter 31 CM unknown
g?zléﬁ PA2072 | 99,3 Histidine kinase 30 CM Membrane proteins
PAK_ 50S ribosomal protein Translation, post-translational
00899 PA42T2 100 L10 (RplJ) 29 c modification, degradation
PAK_ Glucose CM/ Carbon compound
03022 PA2290 | 99,6 dehydrogenase 29 oMV catabolism/Energy metabolism
gfgéf PA3526 | 99,7 Membrane protein 29 oM Membrane proteins
PAK _ ATPase Hypothetical, unclassified,
04818 PA4360 | 99,4 0OS=Pseudomonas 28 UIOMV unknown
PAK _ Histidine kinase Two-component regulatory
05875 PAS361 100 (PhoR) 28 CM Systems
PAK_ Membrane protein Hypothetical, unclassified,
05105 PA4635 100 (MgtC) 28 CM unknown
PAK _
04568 ausente N-6 DNA methylase 28
PAK | PA4361 100 3-beta hydroxysteroid 27 C Putative enzymes
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04820 dehydrogenase
PAK Isocitrate Carbon compound catabolism-
02678 PA2623 100 dehydrogenase 27 C/OMV Energy metabolism-Amino acid
[NADP] (IcdA) biosynthesis and metabolism
Lipopolysaccharide . -

PAK_ PA4459 100 export system protein 27 U Hypothetical, unclassified,
04920 unknown

(LptC)
Y880_ Membrane protease Hypothetical, unclassified
01172 | PA1791 | 99,7 subunit, 27 | UIOMV yp ! !

X S unknown

60 stomatin/prohibitin
PAK_ Chemotaxis transducer . . .
00397 PA0180 | 99,7 (CttP) 26 CM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK _ ausente Uncharacterized 26
02120 protein
PAK _ PA4390 100 Uncharac'gerlzed 26 U/OMV Hypothetical, unclassified,
04850 protein unknown
PAK _ ATP-dependent RNA Transcription, RNA processing and
02358 PA2840 100 helicase (DeaD) 24 CIOMV degradation

DNA-directed RNA . .
PAK_ | ba4270 | 99,9 | polymerase subunit 24 | clomy | Transcription, RNA processing and
00901 degradation

beta (RpoB)

PAK _ Flagellar M-ring Cell wall / LPS / capsule-Motility
04270 | PALIOL | 99,7 orotein (FIiF) 24 | CM/OM & Attachment
PAK_ | pa4gss | 99,6 Histidine kinase 2 | M Hypothetical, unclassified,
05460 unknown
PAK _ PA0486 | 99,7 Serlne{thrgonme 24 c Hypothetical, unclassified,
00702 protein kinase unknown
PAK _ PA1766 100 Alpha-l__-glutamate 23 c Hypothetical, unclassified,
03581 ligase unknown
F)EQ)'ZE PA4579 99,8 Membrane protein 23 U/'\gLS/ Hypothetical, unclassified, unknow
Y880_ Membrane proteins-Antibiotic
01264 | PA0156 100 RND transporter 23 U/MLS . P -

50 resistance and susceptibility
PAK _ PA3309 100 Uncharac'gerlzed 93 CIOMV Hypothetical, unclassified,
01881 protein unknown
PAK Uncharacterized .

05018 PA4552 | 99,7 orotein (PiIW) 23 U Motility & Attachment
PAK_ Biopolymer Hypothetical, unclassified,
02213 PA2982 100 transporter (ExbD) 22 U unknown
PAK_ Transcriptional .
03927 PA1433 | 99,2 regulator (DeoR) 22 CM Membrane proteins
. . Energy metabolism-Biosynthesis of

PAK_ PA0516 | 99,2 Heme dl_blosynthems 22 C/OMV cofactors, prosthetic groups and
00731 protein (NirF) .

carriers
Y880_ Membrane protein OM/OM Membrane proteins-Secreted
01054 | PA3339 | 99,9 P 21 € p _

45 (Fragment) (PIpD) \Y Factors (toxins, enzymes, alginate)
Y880 . .

5 Membrane protein CM/OM Putative enzymes-Membrane
018004 3 | PA314l | 984 (WbpM) 21 \Y proteins-Cell wall / LPS / capsule
Phosphate import .
PAK _ PA5366 100 ATP-binding protein 21 CM Membrane proteins-Transport of
05880 small molecules

(PstB)
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PAK _ PAA426 100 Phosphollplq-bmdmg 21 PIOMV Hypothetical, unclassified,
04886 protein unknown
PAK _ Transcriptional _—
01256 PA3921 | 99,9 regulator 21 U/MLS Transcriptional regulators
PAK_ | pA3760 | 995 |  ABC transporter 20 CM Hypothetical, unclassified,
01517 unknown
PAK _ . . Translation, post-translational
05735 | PAS224 | 998 | Aminopeptidase 20 C modification, degradation
. . Cell wall / LPS / capsule-
81A1§§ PA3984 100 a?ﬁﬁ!ﬁgfi rgse;rzl_'\:] -t) 20 gh|>|/|\// Translation, post-translational
y modification, degradation
gfgég PA4112 | 99,7 ATPase 20 C/CM | Two-component regulatory systems
PAK_ . CM/OM .
03580 PA1767 | 100 Membrane protein 20 v Membrane proteins
Ribonucleoside- s .
PAK_ PA1156 100 diphosphate reductase 20 C/oMV Nucleotie blos_ynthe3|s and
04214 metabolismo
(NrdA)
g:?géﬁ PAL1716 100 Secretin (PscC) 20 oM Protein secretion/export apparatus
PAK PA1324 | 99.4 Uncharac'gerlzed 20 U Hypothetical, unclassified,
04043 protein unknown
PAK_ ABC transporter ATP- CM/
03532 PA1807 | 99,6 binding protein 19 OMV Transport of small molecules
PAK _ Arginine deiminase Amino acid biosynthesis and
05681 PASITL | 99,5 (ArcA) 19 CIOMV metabolism
PAK_ PA3466 100 ATP-depe_ndent RNA 19 c Transcription, RNA processing and
01719 helicase degradation
PAK . Transcription, RNA processing and
05440 PA4937 | 99,6 Ribonuclease R (Rnr) 19 C degradation
PAK_ | pa3239 | 100 ABC transporter 18 oM Hypothetical, unclassified,
01957 unknown
PAK Acetyl-coenzyme A Carbon compound catabolism-
04499 PA0B87 100 synthetase (AcsA) 18 C Central intermediary metabolism
PZ%GKS_ PA2830 100 Protease (HtpX) 18 CM\I/OM Adaptation, Protection
PAK Protein-export
— | PA3820 100 membrane protein 18 CM Protein secretion/export apparatus
01359
(SecF)
PAK AraC family
05285 PA4787 100 transcriptional 17 C Transcriptional regulators
regulator
Chromosomal L _—
PAK_ PA0001 100 replication initiator 17 C DNA rep!lt_:atlc_)n, recomblqatlon,
00216 : modification and repair
protein (DnaA)
PAK_ Poly(A) polymerase | Transcription, RNA processing and
05223 PA4T2T 100 (PcnB) 17 C degradation
e Translation, post-translational
Thiol:disulfide e .
PAK_ PA1481 100 interchange protein 17 CM modification, degradation- .
03879 Chaperones & heat shock proteins-
(CcmG) ;
Energy metabolism
PAK_ Flagellar motor protein Membrane proteins-Adaptation,
05485 PA4353 100 (MotB) 16 CM Protection-Chemotaxis
PAK | PA4326 100 Lipoprotein 16 U Hypothetical, unclassified,
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04784 unknown
PAK _ Cell division ATP- Transport of small molecules-Cell
00589 PAO374 100 binding protein (FtsE) 3 15 CM division
Transcriptional regulators-Two-
PAK component regulatory systems-
03739 PA1161 99,5 Histidine kinase 3 15 C/ICM Chemotaxis-Motility &
Attachment-Cell wall / LPS /
capsule
PAK_ | paoas1 | 997 Acyltransferase 3 14 cM Hypothetical, unclassified,
00676 unknown
PAK_ Motility & Attachment-
04274 PAL097 100 ATPase AAA (FleQ) 3 14 c Transcriptional regulators
PAK_ | pa1465 | 100 | Chemotaxis protein 3 14 U Hypothetical, unclassified,
03895 unknown
Curli production . -
PAK_ | pA0045 | 100 assembly protein 3 14 | uloMV Hypothetical, unclassified,
00263 unknown
(CsgG)
PAK_ Histidine kinase CM/OM Two-component regulatory
05274 PAGTIT | 99,8 (PmrB) 3 14 \Y Systems
g?ﬁg PA4915 | 99,6 Chemotaxis protein 3 13 oM Adaptation, Protection-Chemotaxis
PAK_ Glutamate 5-kinase Amino acid biosynthesis and
05031 PA4565 100 (ProB) 3 13 c metabolism
gggiz PA1825 | 99,5 Membrane protein 3 13 CM Membrane proteins
PAK_ . CM/OM .
03507 PA1832 | 99,7 Peptidase 3 13 v Putative enzymes
PAK Cytochrome c-type
03881 PA1479 | 994 biogenesis protein 3 12 U Energy metabolismo
(CcmE)
PAK_ | pa43es | 100 Histidine kinase 3 12 cM Two-component regulatory
04858 Systems
gfoléi PA1365 | 99,8 Membrane protein 3 12 oM Transport of small molecules
PAK _ PA1913 | 996 Uncharac'gerlzed 3 12 U Hypothetical, unclassified,
03420 protein unknown
PAK EAL domain- Hypothetical, unclassified,
02738 PA2567 | 99,7 containing protein 3 1 CM unknown
Amino acid ABC :
PAK_ PA3268 | 99.7 transporter substrate- 3 10 oM/ Membrane proteins/Transport of
01924 L . oMV small molecules
binding protein (FecA)
PAK _ e . Two-component regulatory
05012 PA4546 | 99,6 | Histidine kinase (PilS) 3 9 CM Systems
PAK _ ausente i Uncharacterized 3 9 ) i
03828 protein
PAK _ Hypothetical, unclassified,
05508 PA5001 | 100 3 8 C unknown

Se consideraron aquellas proteinas presentes en al menos 3 de 4 réplicas de la cepa WT y en 0 6
1 réplica de la cepa PDE".
% Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realizé una
comparacion de secuencias (Pseudomona database blast) para identificar el gen en la cepa

PAOL.
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® La anotacion de la proteina se obtiene de la bisqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAO1.
© sefial total corresponde con la sumatoria del numero de espectros asignados a cada proteina en
las distintas réplicas y es una medida de su abundancia relativa.
tLa localizacién se reporté de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database: C:
Citoplasmica; CM: Membrana citoplasmica; OMV: Vesiculas de membrana externa;, OM:
Membrana externa; U: Indeterminada; MLS: Mdltiples sitios de localizacién; P: Periplasmica;
E: extracelular; F: Flagelo.

Tabla 9. Proteinas identificadas exclusivamente en la fraccion de membrana de la cepa
PDE" en analisis proteémicos de tipo shotgun.

Genen | Genen % de N° de Sefial | Locali
’ . g b - .
PAK PAOL hltc))rgnig— Proteina identificada réplicas | total® | zaciént PseudoCAP function
PAK _ Diguanylate Hypothetical, unclassified,
03199 PA2133 100 phosphodiesterase 4 411 CM unknown
PAK Two-component regulatory
< | PA0413 | 98,8 | Chemotaxis protein (ChpA) 4 138 C systems-Chemotaxis-Motility &
00629
Attachment
PAK 30S ribosomal protein S9 Translation, post-translational
04892 PA4432 100 (Rpsl) 4 55 | C/omv modification, degradation
Transcription _ .
PR | PA4745 | 100 | termination/antitermination | 3 | 43 | cjomy | |ranscription, RNA processing
05241 . and degradation
protein (NusA)
PAK . . oM/ Hypothetical, unclassified,
04375 PA1011 100 Uncharacterized protein 3 41 OMV unknown
PAK _ PA0391 | 997 GTPase 3 40 C Hypothetical, unclassified,
00606 unknown
PAK Transcription termination Transcription, RNA processing
05751 | "A9239 | 100 factor (Rho) 3 39 | CiCM and degradation
PAK Carbamoyl-phosphate Nucleotide biosynthesis and
05253 PA4756 100 synthase (glutamine- 4 37 | C/IOMV metabolism/Amino acid
hydrolyzing) (CarB) biosynthesis and metabolism
PAK _ Probable malate:quinone Central intermediary
05112 PA4640 100 oxidoreductase (Mqo) 3 36 | CIOMV metabolism-Energy metabolism
e7 | PA3930 | 100 | Cyanide insensitive (CioA) | 3 3 | cMm Energy metabolism
3?45,5 PA4943 | 99,5 GTPase (HfIX) 4 34 C Putative enzymes
g?{;a PA3062 100 Lipoprotein (PelC) 3 34 oM Cell wall / LPS / capsule
PAK_ Protein translocase subunit Protein secretion/export
04863 PA4403 | 100 (SecA) 4 33 | C/IOMV apparatus
PAK_ Biofilm formation protein
02131 PA3063 | 99,8 PelB 3 32 U-MLS Cell wall / LPS / capsule
PAK_ | pA0s63 | 100 Membrane protein 3 31 | cMm Hypothetical, unclassified,
00779 unknown
PAK_ 50S ribosomal protein L19 Translation, post-translational
01444 PA3742 100 (RplS) 4 30 ¢ modification, degradation
. DNA replication,
PAK_ PA0O004 100 DNA gyrase subunit B 3 30 C recombination, modification and
00219 (GyrB) repair
PAK | PA4609 | 99,8 | DNA repair protein (RadA) 3 30 U DNA replication,
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05077 recombination, modification and
repair
PAK _ Pilus assembly protein -
05548 PA5041 100 (PilP) 30 CM Motility & Attachment
PAK _ - . CM/ Hypothetical, unclassified,
05559 PA5052 100 Cell division protein 28 OMV unknown
PAK _ ) Membrane proteins-Transport of
04974 PA5231 | 99,9 Aspartyl beta-hydroxylase 27 CM small molecules
PAK_ . Chaperones & heat shock
02067 PA3126 100 Heat-shock protein (LbpA) 27 C proteins
PAK_ 30S ribosomal protein S12 Translation, post-translational
00903 | PA4268 | 99,1 (RpsL) 26 C modification, degradation
Transcription, RNA processing
PAK Aspartyl-tRNA synthetase and degradation-Translation,
04417 PA0363 100 (AspS) 25 | Clomv post-translational modification,
degradation
PAK _ Amino acid transporter
04494 PA0892 100 (AotP) 23 CM Transport of small molecules
PAK_ Aspartyl beta-hydroxylase CM/OM Putative enzymes-Cell wall /
04445 | DA0936 | 99,7 (LpoX) 23 Vv LPS / capsule
PAK 50S ribosomal protein L18 Translation, post-translational
00924 PA4T2T 100 (RpIR) 22 ¢ modification, degradation
PAK_ ABC transporter ATP-
03371 PA1964 | 100 binding protein 22 C Transport of small molecules
Transcription, RNA processing
PAK _ Alanine--tRNA ligase and degradation/Translation,
04483 PAO03 | 99.8 (AlaS) 22 ¢ post-translational modification,
degradation
PAK Electron transfer
= | PA2952 100 flavoprotein subunit beta 22 | U/IOMV Energy metabolism
02243
(EtfB)
PAK_ PA3694 100 Uncharacterized protein 22 U Hypothetical, unclassified,
01493 unknown
gfgéﬁ PA3244 100 Site-determining protein 21 C/ICM Cell division
PAK_ PA0429 | 99,7 Uncharacterized protein 21 C Hypothetical, unclassified,
00645 unknown
PAK_ Aspartate ammonia-lyase Amino acid biosynthesis and
00065 PAS429 | 100 (AspA) 20| CIOMV metabolism
. i Fatty acid and phospholipid
PAK_ | pa4997 | 100 birI;JFr:d/A;?:r(]F;g;LAIoliein o0 | CM/ | metabolism-Transport of small
05504 ap P oMV molecules-Cell wall / LPS /
(MsbA)
capsule
PAK_ Succinyl-CoA ligase [ADP- .
03763 PA1588 | 100 forming] (SucC) 20 C Energy metabolism
PAK _ Recombination-associated Hypothetical, unclassified,
01929 PA9263 | 99,7 protein (RdgC) 19 C/P unknown
. Amino acid biosynthesis and
PAK_ PA4938 | 99,8 Adenylosuccinate 17 C metabolism-Nucleotide
05443 synthetase (PurA) . . ;
biosynthesis and metabolism
PAK_ | pagaga | 100 | Histidine kinase (RoxS) 17 cM Two-component regulatory
04955 systems
PAK _ Selenocysteine-specific Translation, post-translational
05305 PA4807 | 99,8 translation elongation 17 ¢ modification, degradation
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factor

PAK _ Hypothetical, unclassified,
05720 PA5209 | 99,1 Adenylate cyclase 3 16 U/MLS unknown
PAK _ . Translation, post-translational
05007 PA4542 100 Chaperone protein (ClpB) 3 16 C modification, degradation
PAK _ Phosphoribosylformylglyci Nucleotide biosynthesis and
01422 PA3763 | 99.8 namidine synthase (PurL) 3 16 ¢ metabolism
PAK _ PA1746 100 Appr-1-p processing 3 15 | cloMvV Hypothetical, unclassified,
03601 protein unknown
PAK_ D-Ala-D-Ala- CM/P/
01178 PA3999 100 carboxypeptidase (DacC) 3 15 OMV Cell wall / LPS / capsule
PAK _ .
02044 ausente Glycosyl transferase family 3 14
PAK _ 30S ribosomal protein S17 Translation, post-translational
00917 PA4254 100 (RpsQ) 3 13 ¢ modification, degradation
(F))f\lléé PA4021 | 99,5 Transcriptional regulator 3 13 C Transcriptional regulators
PAK . . Hypothetical, unclassified,
04464 PA0919 | 99,5 Uncharacterized protein 3 13 | U/OMV unknown
gggéé PA1833 | 99,7 Oxidoreductase 3 12 C Putative enzymes

. . Translation, post-translational
PAK _ PAO768 100 Signal peptidase | (LepB) 3 12 OCI\I>I/I\// modification, degradation-
04641 Protein secretion/export

apparatus
PAK Ferrous iron transporter B .
03517 PA1822 | 100 (FimL) 3 11 C Motility & Attachment
. N DNA replication
PAK_ Formamidopyrimidine- o e
00571 PA0357 | 100 (MutM) 3 10 C recombination, m(_)dlflcatlon and
repair
PAK Homogentisate 1,2- .
03325 PA2009 100 dioxygenase (HMA) 3 10 U Carbon compound catabolism
PAK Homoserine dehydrogenase Amino acid biosynthesis and
01451 PA3736 100 (Hom) 3 10 ¢ metabolism
PAK_ PA2542 | 99,2 Uncharacterized protein 3 10 oM Hypothetical, unclassified,
02767 unknown
PAK NADH-quinone
= | PA2644 100 oxidoreductase subunit | 3 9 C Energy metabolism

02657 (Nuol)

Se consideraron aquellas proteinas presentes en al menos 3 de 4 réplicas de la cepa PDE" y en 0
0 1 réplica de la cepa WT.

% Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realizé una
comparacion de secuencias (Pseudomona database blast) para identificar el gen en la cepa
PAOL.

® La anotacion de la proteina se obtiene de la busqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAOL.

¢ sefial total corresponde con la sumatoria del numero de espectros asignados a cada proteina en
las distintas réplicas y es una medida de su abundancia relativa.

tLa localizacion se reportd de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database: C:
Citoplsmatica; CM: Membrana citoplsmatica; OMV: Vesiculas de membrana externa; OM:
Membrana externa; U: Indeterminada; MLS: Mdltiples sitios de localizacion; P: Periplasmica;
E: extracelular; F: Flagelo.
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En el caso de las proteinas diferenciales presentes s6lo en WT, las mayores sefiales (en
el entorno de los 100 espectros) se corresponden con receptores de quimiotaxis. En
particular se observd que 17 receptores de quimiotaxis que estan presentes en la cepa
WT no se detectaron en la cepa PDE". Por otra parte, a partir de los datos de
localizacion subcelular se determind que el 39% de las proteinas presentes solo en la
cepa WT corresponden a proteinas de membrana (20% membrana externa 19%
membrana interna) mientras que el resto corresponde a una fraccion diferente (33%
citoplasmatica; 16% vesiculas de membrana externa; 8% indeterminada; 2% poseen
maultiples sitios de localizacién; 1% periplasmicas; 1% extracelulares) La distribucion

de las distintas localizaciones observadas se resume en la figura 21.

mC
mMC
m ME
m VME
ml
mP

MSL

Figura 21. Clasificacion de las proteinas presentes exclusivamente en la fraccion de
membrana de la cepa WT

Representacion esquematica de la localizacion subcelular. C: Citoplasmica; MC:
Membrana citoplasmica; ME: membrana externa; VME: Vesiculas de membrana
externa; I: Indefinida; P: Periplasmica; MSL: Multiples sitios de localizacion

Las proteinas presentes Gnicamente en la cepa PDE", se identificaron con una sefial total
que vari6 desde 411 para las proteinas mas abundantes hasta 9 para las menos
abundantes. Las proteinas diferenciales mas abundantes correspondieron a la
fosfodiesterasa de di-GMPc PA2133 y ChpA (con una sefial total de 138). Estas
proteinas fueron previamente identificadas por nosotros como sobrerrepresentadas en
PDE" durante el analisis de la fraccion de proteinas de membrana insoluble en buffer
2D. Por otra parte, a partir de la informacion de localizacién subcelular recabada para
las proteinas presentes solamente en la cepa PDE", se determiné que tan s6lo 30% (13%

membrana citoplasmatica, 17% membrana externa) corresponden a proteinas de
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membrana, mientras que el 70% corresponden a una fraccion diferente (44%
citoplasmicas; 15% vesiculas de membrana externa; 7% indeterminada; 2% poseen
maltiples sitios de localizacion; 1% periplasmicas). La distribucion de las distintas

localizaciones observadas se resume en la figura 22.

mC
mMC
m ME
m VME
ml
mP

MSL

Figura 22. Clasificacion de las proteinas presentes exclusivamente en la
fraccion de membrana de la cepa PDE".

Representacion esquematica de la localizacion subcelular. C: Citoplasmica;
MC: Membrana citoplasmica; ME: membrana externa; VME: Vesiculas de
membrana externa; |: Indefinida; P: Periplasmica; MSL: Multiples sitios de
localizacion

El andlisis de la fraccion de proteinas de membrana mediante la aproximacion shotgun
permitié identificar varias proteinas diferenciales que se corresponden con proteinas
citosolicas. La identificacion de estas proteinas no es inesperada, ya que la técnica
utilizada es muy sensible, permitiendo detectar diferencias en proteinas muy poco
abundantes en la fraccion. Estas proteinas se encontraron sisteméaticamente en las
muestras provenientes de una cepa y no de la otra y por tanto se consideraron en el
analisis, aun cuando no podamos a partir de nuestros datos concluir si su deteccion en
esta fraccion se debe a un cambio en sus niveles de expresion o localizacion. De todas
maneras cabe destacar que las proteinas mas abundantes en la fraccion de membrana, (y
que resultaron mayoritariamente incambiadas en ambas cepas) se corresponden a
proteinas de membrana. Estos datos estan en concordancia con lo observado en los geles
2D, donde las proteinas mas abundantes corresponden a proteinas de membrana y no

estan modificadas por la sobreexpresion de la proteina PA2133.
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Por otro lado se realizd un andlisis cuantitativo para evaluar la abundancia relativa de
aquellas proteinas presentes en ambas cepas. Para ello se utilizo el modulo TC fold del
programa PatternLab. Este mdodulo permite comparar el nimero de espectros que se
asignan a cada proteina en cada condicion y para cada réplica de la misma. EI nimero
de espectros asignados a una proteina representa una medida de su abundancia relativa
en la mezcla (Liu et al 2004). EI modulo TC fold permite hacer un analisis estadistico
del las diferencias observadas en el nimero de espectros de cada proteina en cada
situacion y entre situaciones. En este trabajo, se cuantificaron los niveles de las
proteinas gque estaban presentes en al menos tres réplicas de cada condicion (BH g-value
<0,05). La figura 23 muestra el diagrama de volcan, donde se correlaciona la tasa de
cambio con la significancia estadistica para cada proteina identificada (representada por
un punto). Las proteinas indicadas en rojo no satisfacen el criterio de tasa de cambio y
se detectan con el mismo nivel en ambas cepas. Las proteinas indicadas con verde,
satisfacen el criterio de tasa de cambio pero probablemente por azar, ya que no
satisfacen el criterio estadistico. Las indicadas en color azul y en naranja satisfacen
ambos criterios, el estadistico y la tasa de cambio. Las representadas en naranja se
encuentran en muy baja cantidad y requieren verificacién experimental adicional, las
proteinas indicadas en azul representan las proteinas diferenciales entre ambas cepas y
se muestran en la tabla 10. En este sentido, la proteina que presenta mayor tasa de
cambio se encontrd sobrerrepresentada en WT y corresponde a Type A flagellin (tasa de
cambio de 11,4). Esta proteina se identificé también en un spot diferencial en el analisis
por 2D-DIGE.
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Tasa de cambio vs. probabilidad
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Figura 23. Analisis protebmico cuantitativo de fracciones de proteinas de membrana
por recuento de espectros.

Se muestra un diagrama volcan generado utilizando el modulo TC fold del programa
PatternLab. Se analiza la tasa de cambio de las proteinas presentes en al menos 3 de 4
réplicas de las cepas WT y PDE" en base al recuento de espectros. Cada punto representa
una proteina presente en WT y PDE+ de acuerdo a su —log2 (p) (eje X) su log2 (tasa de
cambio) (eje y). La identidad de las proteinas identificadas se muestra en la tabla 10.
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Tabla 10: Andlisis cuantitativo de las proteinas presentes en la fraccion de membrana de

ambas cepas.

Genen | Genen | % Proteina identificada® | Sefial | Sefial | Tasade Sobret- q Locali-
PAK PAO1? orrlo- p-value WT® PDE*® cambiod representada zaciont
logia en
gf\gléﬁ ausente - A-type flagellin 0,00283 | 351,0 30,7 11,4 WT F°
PAK _ Chemotaxis protein
04767 PA4310 | 99,5 (Fragment) 0,00632 | 32,0 4,3 7,4 WT CM
PAK_ OM/OM
05618 PA5112 | 100,0 Esterase 0,01061 | 40,5 21,5 19 WT v
PAK_ . OM/OM
04422 PA0958 | 94,6 Porin D 0,00668 | 398,8 | 205,55 19 WT v
rhs | PA00T0 | 997 | Uncharacterized protein | 0,00065 | 338 | 178 | 19 wT | uiomv
PAK_ | pa1ss2 | 1000 | CPP3-typecytochromec | paa0q | 515 | 6o 3,6 WT U/OMV
03801 oxidase subunit
PAK TonB-dependent copper OM/OM
01389 PA3790 | 99,9 receptor OprC 0,04011 | 183,3 | 68,8 2,7 WT v
Anaerobically-induced
PAK_ | bA02091 | 100,0 | outer membrane porin | 0,00557 | 1153 | 66,0 | 17 wr | OM/OM
00501 V
OprE
85A4|§§ PA4974 | 97,3 Channel protein TolC 0,01143 | 53,8 21,3 2,5 WT OM\//OM
PAK _ Multidrug resistance CM/OM
00642 PA0426 | 99,9 protein MexB 0,00911 27,7 8,3 3,4 WT v
83'?0};1 PA2291 | 99,8 Porin B 0,01381 22,8 9,3 2,5 WT OoM
Ubiquinol-cytochrome ¢
PAK_ PA4431 | 100,0 reductase iron-sulfur 0,02811 70,0 28,0 2,5 WT CM/OM
04891 . \%
subunit
895};5 PA2760 | 100,0 Membrane protein OprD | 0,00017 | 155,5 64,5 2,4 WT OM\//OM
(F))5Az|§§ PA4761 | 100,0 | Chaperone protein DnaK | 0,00868 10,7 24,3 2,3 PDE+ C/IOMV
PAK Cell envelope biogenesis OM/OM
04552 PA0833 | 100,0 protein OmpA 0,02589 92,0 415 2,2 WT v
gfﬁi PA4067 | 100,0 Membrane protein 0,00532 | 145,3 47,3 3,1 WT OM\//OM
PAK_ Outer membrane protein OM/OM
01539 PA3648 | 98,5 assembly factor BamA 0,00995 | 55,3 24,8 2,2 WT v
gﬁgéi PA4501 | 96,7 Porin 0,02688 | 104,0 48,0 2,2 WT oM
PAK_ Long-chain fatty acid OM/OM
04079 PA1288 | 99,8 transport protein 0,02865 | 72,5 34,0 2,1 WT v
PAK_ Membrane protein Pho OM/OM
04192 PA1178 | 100,0 PIQ 0,00146 | 612,8 | 295,0 2,1 WT v
PAK_ Multidrug transporter OM/OM
00643 PA0727 | 100,0 OprM 0,00929 81,0 39,5 2,1 WT v
PAK_ | bad661 | 100,0 Lipid A deacylase | 0,01614 | 398 | 195 | 20 wr | OM/OM
05133 V
(F))?;ZE PA1041 | 100,0 Membrane protein 0,02174 | 81,0 41,0 2,0 WT oM
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Se consideran las proteinas presentes en 3 de 4 réplicas por clase, y que cumplen con los
criterios de tasa de cambio y estadistico de acuerdo al modulo TCfold del programa PatternLab
(ver materiales y métodos)

# Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realiz6 una
comparacion de secuencias (Pseudomona database blast) para identificar el gen en la cepa
PAOL.

® La anotacién de la proteina se obtiene de la bisqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAO1.

© sumatoria del nimero de espectros asignados a cada proteina en las distintas réplicas dividido
en nimero de replicas de esa clase.

9 Cociente entre la sefial en la condicion sobrerrepresentada y la condicién subrepresentada

tLa localizacion se reportd de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database C:
Citoplsmética; CM: Membrana citoplsméatica; OMV: Vesiculas de membrana externa; OM:
Membrana externa; U: Indeterminada; MLS: Mdltiples sitios de localizacién; P: Periplasmica;
E: extracelular; F: Flagelo.

® En el caso de algunas proteinas el flagelo que carecen de homologas en PA01, la localizacion
corresponde a la reportada en PAK..

El analisis mediante un abordaje de tipo shotgun permitié confirmar algunas de las
diferencias observadas en los geles de DIGE e identificar nuevos procesos regulados por
di-GMPc. En particular ambos analisis protedmicos apuntan a una deficiencia en la
expresion de flagelo en la cepa PDE".

Por otra parte, el andlisis de tipo shotgun de la fraccién de membrana ademas permitio
identificar que la sobreexpresion de la proteina PA2133 inhibe la expresion de 17 MCPs
que sélo se detectaron en la cepa WT. Entre ellas se encuentran PctA, PctB y PctC que
poseen un rol demostrado en la quimiotaxis hacia aminoacidos (Reyes-Darias et al
2015).
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2.2-Exoproteinas

a. Separacion de exoproteinas en geles bidimensionales

Las exoproteinas obtenidas a partir del sobrenadante de cultivos liquidos se
cuantificaron mediante densitometria a partir de geles de SDS PAGE como se explico
en materiales y métodos. (ver tabla 11). La separacion se realizé en un gradiente de pH
3-10 lineal y geles de 12% de acrilamida. En la figura 24 se pueden observar geles
representativos para esta fraccion. Si bien el patrén de exoproteinas es muy similar para
ambas cepas, se observan algunas diferencias puntuales por comparacion de los geles de
Coomassie. Dado que las proteinas se distribuyen uniformemente a lo largo del gel, se
decidié utilizar estas mismas condiciones para analizar estas diferencias de forma

cuantitativa mediante 2D DIGE.

Tabla 11: Concentracion de exoproteinas determinada por densitometria de geles de SDS
PAGE.

Extracto [Proteinas]
(ng/mL)
WT 1 1,64
WT 2 1,97
WT 3 1,55
WT 4 1,28
PDE" 1 1,58
PDE" 2 2,02
PDE" 3 1,39
PDE" 4 1,08
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Figura 24. Separacion de exoproteinas de las cepas WT y PDE" por electroforesis
bidimensional.

Imagen representativa de la separacion de exoproteinas en geles 2D tefiidos con azul de
Coomassie, gradiente de pH3-10 y 12% de acrilamida. Izquierda: PDE" 0,2% arabinosa.
Derecha: WT. A la derecha de cada gel se observa el marcador de masa molecular.

b. Analisis protedbmico comparativo de exoproteinas por 2D DIGE

El marcaje con fluordforos, la primer y segunda dimension, asi como el anélisis de
imagenes y la identificacion de proteinas por espectrometria de masa se llevaron a cabo
como se explicd para proteinas de membrana. Geles representativos se muestran en la
figura 25. En los geles de exoproteinas se detectaron 823 spots totales consistentemente
en los 4 geles, de los cuales 27 fueron diferencialmente expresados (15 en WT y 12 en
PDE"). De estos 27 spots diferenciales, sélo fue posible cortar 10 a partir de un gel
preparativo teflido con azul de Coomassie. La tasa de cambio observada para estos spots
fue variable, siendo el valor minimo de 1,63 para el spot 10 y el méximo de 15,20 para
el spot 7. En la tabla 12 se muestra la lista de las proteinas identificadas incluyendo para
cada caso los datos de cobertura de secuencia, Mascot score, nimero de péptidos
asignados, valor p, tasa de cambio y localizacion subcelular. A partir de esos 10 spots se
identificaron 5 proteinas diferenciales, 2 de ellas sobreexpresadas en PDE* (CdrA y
OprG) y 3 en WT (Type A flagellin, A type flagellar hook associated protein y
PA0572). PA0572 es una proteina de funcion desconocida. A type flagellar hook
associated protein es una proteina estructural del flagelo (Arora et al 2000). La figura
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25 muestra la vista 3D de 3 de los 10 spots sefialados en el gel, correspondientes a Type
A flagellin, A type flagellar hook associated protein y CdrA. Alli se observa claramente
la diferencia en el volumen relativo para un mismo spot en ambas cepas de estudio. En
concordancia con los resultados del analisis protedmico de la fraccion de membrana,
observamos que la sobreexpresion de PA2133 afecta la presencia de proteinas
estructurales del flagelo en la fraccion de exoproteinas. Por otra parte identificamos que
CdrA, una adhesina filamentosa, esta claramente sobrerrepresentada en la fraccion de
exoproteinas de la cepa PDE". Curiosamente, analizando la fraccion de proteinas de
membrana de la misma cepa encontramos que CdrB, el gen contiguo y responsable de la
secrecion de CdrA, esta sobrerrepresentado en la fraccion de membrana. En conjunto,
nuestros resultados apuntan a que la sintesis de estos dos componentes esta alterada en

la cepa que sobreexpresa la proteina PA2133.

Cy3-WT Cy5-PDE*  Cy2-Estandar C

spot 7: Flagellin

spot 4: Flagellar
hook associated

y"» protein

Figura 25. 2D-DIGE de la fraccién de exoproteinas.

A-Imégenes representativas para geles de gradiente de pH 3-10 y 12% de acrilamida. Se muestra la
deteccion diferencial sobre el mismo gel de las proteinas provenientes de las distintas condiciones:
rojo: WT (Cy3); verde: PDE" (Cy5); azul: Estandar interno (Cy2).

B-Imagenes superpuestas de Cy3 y Cy5. El anélisis de las iméagenes obtenidas a partir de los 4 geles
del experimento permitié detectar 823 spots de los cuales 27 se encontraron diferencialmente
representados considerando una tasa minima de cambio de + 1,25y p<0,05.

Los spots indicados se cortaron para su andlisis por espectrometria de masa. La identidad de las
proteinas contenidas en dichos spots, asi como la tasa de cambio del mismo se resume en la tabla 12.
C-Representacion 3D de la abundancia relativa de algunos spots sefialados en B.
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Tabla 12. Proteinas presentes en los spots diferenciales de la fraccidén de exoproteinas de
las cepas WT y PDE" analizadas por 2D DIGE

0 . Cobertur Mascot N° de Sobre-
N7en | Genen | Genen Proteina ade rotein éptidos - value Tasa de representada
el gel PAK PAO1 identificada® secuencia 2core* aZignados P cambio P en

1 Pg;go PA4625 He”g?:%%'A“)“”'” 18% 142 11 0,009 4,08 PDE*

PAK 0 .
2 0785 PAO572 Uncharacterized 20% 249 9 0,025 2,47 WT
PAK_0 , | Atype flagellar 49% 281 17 0,01 4,45
3 ausente hook-associated WT
4278 .
protein
A-type flagellar 0
4 PAK_0 ausente” hook-associated 24% 110 ! 0,01 112 WT
4278 .
protein
A-type flagellar 0
5 PAK_O ausente” hook-associated 38% 265 11 0,01 9,36 WT
4278 .
protein
A-type flagellar
6 Pﬁ;g ausente” hook-associated 57% 411 26 0,03 6.0 WT
protein
0,
7 sz%o ausente” A-type flagellin 65% 239 17 0,003 152 WT
0,
8 PAK_O ausente” A-type flagellin 65% 378 17 0,0003 123 WT
4280
9 Pfgéao ausente” A-type flagellin 38% 165 14 0,0094 8,37 WT
10 PlAﬁIO PA4067 Mem?g‘;fep)mte'“ 34% 203 7 0,033 1,63 PDE"

# La anotacion de la proteina se obtiene de la bisqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir de su homologo en PAOL.
® La cepa PAO1 posee flagelina de tipo B y por tanto no se identifica un homélogo a la flagelina
de tipo A identificada en PAK.
* Todos los Mascot scores reportados fueron estadisticamente significativos (p<0,05).
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c. Analisis protedmico cuantitativo de exoproteinas por LC MS/MS.

Las fracciones de exoproteinas de las cepas WT y PDE" fueron analizadas y procesadas
como se describi6 para proteinas de membrana. Las proteinas presentes en cada réplica
bioldgica se identificaron por comparacion con una base de datos de la cepa PAK. Para
las muestras de la cepa WT se identificaron 201, 290, y 279 proteinas utilizando el
criterio de maxima parsimonia, como se describid para proteinas de membrana. Por otro
lado en el caso de las réplicas de las muestras PDE" se identificaron 136, 136, y 128
proteinas utilizando el mismo criterio estadistico. Si bien para el caso de la cepa WT se
identificaron sistematicamente mas proteinas que para la cepa PDE", cabe destacar que
en ambos casos la cantidad de proteina analizada fue la misma, lo que sugiere que la
complejidad del exoproteoma es menor en la cepa PDE". Para el analisis con el médulo
Approximate area- proportional Venn diagram del programa PatternLab se eligié6 como
criterio seleccionar las proteinas que estan presentes en al menos 2 de 3 réplicas de una
condicidn y ausentes en la otra. El analisis muestra que 107 proteinas estan presentes en
ambas condiciones, 127 proteinas estan presentes sélo en WT, y 15 s6lo en PDE". Las
proteinas que se identificaron exclusivamente en WT se muestran en la tabla 13,
mientras que la tabla 14 muestra las proteinas presentes Unicamente en PDE’. Se
muestra ademas el nimero de réplicas en las que se identificd cada proteina junto a su

sefial total funcion de cada proteina (PseudoCAP function) y localizacién subcelular.

Tabla 13. Proteinas identificadas exclusivamente en la fraccion de exoproteinas de la cepa
WT en analisis protedmicos de tipo shotgun.

Genen | Genen % de N° de Sefial Locali
3 - -g- b - .
PAK PAOL? hlgg";g— Proteina identificada réplicas total® zaciént PseudoCAP function
PAK_ d } . d )
04280 ausente A-type flagellin 3 1649 F
PAK_ A-type flagellar hook- d i
04378 ausente associated protein 2 3 1152 F
PAK _ Flagellar hook protein d i
04296 ausente (Flgk) 3 341 F
Secreted Factors (toxins,
PAK _ . enzymes, alginate)-
03464 PA1871 99 Peptidase M23 (LasA) 3 307 E/OMV Translation, post-translational
modification, degradation
PAK_ Type Il secretion protein Protein secretion/export
03642 PAL706 100 (PcrV) 3 180 E apparatus
PAK_ Flagellar hook protein d i
04295 ausente (Flgl) 3 139 F
PAK_ ADP-ribosyltransferase Secreted Factors (toxins,
01337 PA3B4L | 993 (ExoS) 3 121 E/HA enzymes, alginate)
PAK | PA1709 100 AopD protein (PopD) 2 83 E/HA Protein secretion/export
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03639 apparatus
PAK_ ausente Phage tail fiber protein 83 -
00838 g P
PAK_ Flagellar hook protein Cell wall / LPS / capsule-
04302 PAL080 | 998 (FIgE) 3 E/OMV Motility & Attachment
PAK _ Translocator protein PopB Protein secretion/export
03640 PA1708 | 99,5 (PopB) 71 E/HA apparatus
PAK_ PA5033 | 994 Uncharacterized protein 71 U Hypothetical, unclassified,
05540 unknown
Isocitrate dehydrogenase Carbon compound catabolism-
K | PA2623 | 100 | [NADP] OS=Pseudomonas 60 | clomy | ENerdymetabolism-Amino
02678 : . acid biosynthesis and
aeruginosa (strain PAK) .
metabolism
PAK Polyamine transporter
00511 PA0301 100 (SPUE) 59 P Transport of small molecules
. . Biosynthesis of cofactors,
PAK_ PA0518 100 Cytochrom_e C biogenesis 57 P prosthetic groups and carriers-
00733 protein (CcsA) .
Energy metabolism
PAK _ . Hypothetical, unclassified,
02641 PA2659 100 Peptidase 57 U unknown
PAK - Secreted Factors (toxins,
00999 PA4175 | 99,6 Lysyl endopeptidase 56 E enzymes, alginate)
PAK_ Aspartate ammonia-lyase Amino acid biosynthesis and
00065 PAS429 100 (AspA) >4 C/IOMV metabolism
PAK_
04279 ausente FlaG 53 - -
PAK_ Flagellar biosynthesis anti- o
01839 PA3351 100 sigma factor (FlgM) 52 E Transcriptional regulators
Methionine ABC . -
PAK_ PA3931 99,2 transporter substrate- 49 U/MLS Hypothetical, unclassified,
01246 e . unknown
binding protein
DNA-directed RNA _ .
PAK_ PA4270 | 99,9 polymerase subunit beta 47 C/OMV Transcription, RNA processing
00901 and degradation
(RpoB)
6,7-dimethyl-8- . .
PAK_ PA4053 100 ribityllumazine synthase 46 C Blosyr)the5|s of cofactor;,
01124 (RibH) prosthetic groups and carriers
PAK . Translation, post-translational
05007 PA4542 100 Chaperone protein (ClpB) 46 C modification, degradation
PAK_ Phosphomethylpyrimidine Biosynthesis of cofactors,
05478 PA49T3 100 synthase (ThiC) 45 C prosthetic groups and carriers
Ornithine . - .
PAK_ PA5172 100 carbamoyltransferase 44 C/OMV Amino acid blosynthesm and
05682 metabolism
(ArcB)
PAK_ | ba1148 | 995 Exotoxin A (ExoA) 42 | omvye | Secreted Factors (toxins,
04220 enzymes, alginate)
PAK _ . Chaperones & heat shock
03754 PA1596 | 100 Chaperone protein (HtpG) 40 C/IOMV oroteins
PAK _ P/OMV/ . .
00935 PA4236 100 Catalase (CatA) 37 MLS Adaptation, Protection
PAK_ PA0618 100 Baseplate assembly protein 36 C/IOMV Related to phage, transposon,
0836 or plasmid
PAK_ Isoleucine--tRNA ligase Amino acid biosynthesis and
05026 PA4560 | 99,8 (lleS) 34 ¢ metabolism-Translation, post-
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translational modification,
degradation

PAK_ PA0910 | 98,8 Uncharacterized protein 34 U Hypothetical, unclassified,
04473 unknown
PAK_ PA5330 | 100 Uncharacterized protein 33 U Hypothetical, unclassified,
05844 unknown
PAK _ PA3250 100 ABC transporter su_bstrate— 39 U Hypothetical, unclassified,
01946 binding protein unknown
PAKO PA2204 | 100 ABC transporter su_bstrate- 32 P Transport of small molecules
3130 binding protein
PAK_ Alkaline phosphatase Central intermediary
01897 PA3296 | 996 (PhoA) 31 P metabolism
PAK Alkylphosphonate ABC
— | PA3383 | 99,7 transporter substrate- 31 P Transport of small molecules
01804 o .
binding protein
PAK _ PA1677 100 Isochorismatase family 30 c Hypothetical, unclassified,
03672 hydrolase unknown
PAK _ . . . Related to phage, transposon,
00849 PA0633 100 Phage major tail protein 29 U/OMVv or plasmid
PAK _ . Amino acid biosynthesis and
04030 PA1337 100 Glutaminase (AnsB) 28 P metabolism
DNA replication
PAK_ DNA polymerase 111 L e
00217 PA0002 100 subunit beta (DnaN) 27 C recombination, m(_)dlflcatlon
and repair
PAK _ Aconitate hydratase 2 .
03560 PA1787 100 (AcnB) 26 C/IOMV Energy metabolism
PAK Carbon compound catabolism-
02336 PA2862 | 99,7 Lactonizing lipase (LipA) 26 OM/E Secreted Factors (toxins,
enzymes, alginate)
PAK_ PAO505 | 98,7 Uncharacterized protein 26 U Hypothetical, unclassified,
00720 unknown
PAK_ PA3675 100 Uncharacterized protein 26 U Hypothetical, unclassified,
01512 unknown
PAK ADP-ribosyltransferase Secreted Factors (toxins,
00262 PA0044 | 98,9 (ExoT) 25 E/HA enzymes, alginate)
PAK _ . Putative enzymes-Carbon
00509 PA0299 100 Aminotransferase (SpuC) 25 C compound catabolism
PAK . Amino acid biosynthesis and
02590 PA2709 100 Cysteine synthase (CysK) 25 C metabolism
PAK_ ABC transporter permease
00493 PA0283 | 100 (Shp) 24 P Transport of small molecules
Dihydrolipoyllysine-
PAK residue succinyltransferase
= | PA1586 100 component of 2- 24 C/OMV Energy metabolism
03765
oxoglutarate dehydrogenase
complex (SucB)
PAK_ Ferric iron-binding
05176 PA4687 | 99,4 periplasmic protein (HitA) 24 P Transport of small molecules
PAK_ PAO0542 100 Uncharacterized protein 23 U Hypothetical, unclassified,
00758 unknown
. . Adaptation, Protection-
PAK_ PA4671 99,5 50S ribosomal protein L25 22 C/OMV | Translation, post-translational
05144 (RplY) e .
modification, degradation
PAK | PA0459 | 99,4 Clp protease (ClpC) 22 C Translation, post-translational
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00674 modification, degradation
PAK_ | paoass | 100 CoA-transferase 22 C Hypothetical, unclassified,
00660 unknown
PAK . . Translation, post-translational
02113 PA3083 99,9 Aminopeptidase N (PepN) 21 C modification, degradation
PAK _ - Secreted Factors (toxins,
00257 PA0041 | 904 Hemagglutinin 21 OM/E enzymes, alginate)
Y880_ oM/
01078 | PA3790 | 100 TonB-dependent receptor 21 OMV Transport of small molecules
75
Transcription - .
PAK_ PA4745 100 termination/antitermination 21 C/OMV Transcription, RNA processing
05241 . and degradation
protein (NusA)
PAK Electron transfer
= | PA2952 100 flavoprotein subunit beta 20 U/OMVv Energy metabolism
02243 (EtfB)
PAK _ NAD-glutamate Amino acid biosynthesis and
02129 PA3068 | 99,8 dehydrogenase (GdhB) 20 C/IOMV metabolism
PAK _ - - Amino acid biosynthesis and
05681 PA5171 | 99,5 | Arginine deiminase (ArcA) 19 C/IOMV metabolism
PAK Delta-aminolevulinic acid Biosynthesis of cofactors,
05755 PAS243 | 99,4 dehydratase (HemB) 19 ¢ prosthetic groups and carriers
P | PA2575 | 100 Nitroreductase 19 u Hypothetical, unclassified,
02729 unknown
PAK _ PA1830 100 SCP-2 family sj[erol carrier 19 U Hypothetical, unclassified,
03509 protein unknown
ABC amino acid . -
PAK _ . . Hypothetical, unclassified,
05644 PA5138 100 transporter periplasmic 18 U unknown
component
PAK Nucleoside diphosphate -
05788 PAL274 100 kinase regulator 18 C Transcriptional regulators
PAK _ i . Hypothetical, unclassified,
01972 PA3224 | 100 3-phosphoglycerate kinase 17 U unknown
PAK Cell envelope biogenesis oM/ .
04554 PA0833 100 orotein OMpA (OmpA) 17 OMV Membrane proteins
PAK Biosynthesis of cofactors,
00724 PA0509 100 C-type cytochrome (NirN) 17 P/MLS | prosthetic groups and carriers-
Energy metabolism
PAK _ Fumarylacetoacetase .
03326 PA2008 100 (FahA) 17 C Carbon compound catabolism
PAK_ Glycerophosphodiester Fatty acid and phospholipid
00561 PAO347 | 99,5 phosphodiesterase 17 P metabolism
. Central intermediary
S | PA2445 | 996 ((?e'g’;r'ggxd‘igzg”;‘-’(g‘gfg) 17 c metabolism-Amino acid
ylating biosynthesis and metabolism
PAK _ . Transport of small molecules-
04962 PA4501 | 96,7 Porin (OpdP) 17 oM Membrane proteins
gf‘ﬁ? PA4061 100 Thioredoxin 17 C Energy metabolism
gﬁ}éa PA3819 100 Uncharacterized protein 17 U Membrane proteins
PAK_ Cytochrome C peroxidase .
05054 PA4587 | 99,7 (CcpR) 16 P Energy metabolism
PAK | PA5119 100 Glutamine synthetase 16 C/IOMV | Amino acid biosynthesis and
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05625 (GInA) metabolism
gﬁ‘oléﬁ PA1287 | 99,5 Glutathione peroxidase 16 P Putative enzymes
- Amino acid biosynthesis and
PAK _ S-adenosylmethionine .
00762 PAO0546 | 99,8 synthase (Metk) 16 C _ metab(_)llsm-Centra_I
intermediary metabolism
PAK_ . .
02038 ausente Uncharacterized protein 16 -
PAK _ ABC transporter substrate-
05583 PA5076 100 binding protein 15 P Transport of small molecules
PAK _ Aldehyde dehydrogenase .
01155 PA4022 | 100 (HdhA) 15 C/IOMV Putative enzymes
PAK_ | pa3ses | 99,2 Amino acid ABC 15 P | Transport of small molecules
01313 transporter
PAK _ Oxaloacetate decarboxylase Central intermediary
00071 PAS435 100 alpha subunit 15 c metabolism
PAK - Hypothetical, unclassified,
00241 PA0026 100 Phospholipase (PIcB) 15 E unknown
PAK DNA replication,
01570 PA3617 100 Protein (RecA) 15 C/OMV | recombination, modification
and repair
PAK _ - Nucleotide biosynthesis and
01501 PA3686 100 Adenylate kinase (AdK) 14 C metabolism
Glutamyl-tRNA(GIn) . ) .
PAK_ PA4483 100 | amidotransferase subunit A 14 C/pP Translgt_lon,_ post translat_lonal
04944 (GatA) modification, degradation
PAK _ . Translation, post-translational
04959 | PA4498 | 998 Metallopeptidase 14 C modification, degradation
PAK_ PA5481 | 99,3 Uncharacterized protein 14 P Hypothetical, unclassified,
00118 unknown
PAK_ Flagellar basal body rod Cell wall / LPS / capsule-
04300 PAL082 100 protein (FIgG) 13 E/F Motility & Attachment
i Hypothetical, unclassified,
PAK_ | pa1441 | 991 Flagellar hook-length 13 P unknown-Motility &
03919 control protein (FIiK)
Attachment
PAK_ Inorganic pyrophosphatase Central intermediary
01146 PA4031 100 (Ppa) 13 ¢ metabolism
PAK_ PA0039 100 Uncharacterized protein 13 U Hypothetical, unclassified,
00255 unknown
PAK_ 3-hydroxyisobutyrate .
01618 PA3569 | 100 dehydrogenase 12 C Carbon compound catabolism
Amino acid biosynthesis and
PAK_ Leucine--tRNA ligase metabolism-Translation, post-
01189 PA3987 100 (LeuS) 12 ¢ translational modification,
degradation
PAK _ . Hypothetical, unclassified,
02812 PA2498 | 100 Ankyrin 11 U unknown
PAK _ . Hypothetical, unclassified,
04204 PA1166 | 98,5 Dienelactone hydrolase 11 U unknown
Translation, post-translational
PAK _ modification, degradation-
01552 PA3635 100 Enolase (Eno) 1 ¢ Carbon compound catabolism-
Energy metabolism
PAK | PA1784 100 Lyase 11 U Hypothetical, unclassified,
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03563

unknown

PAK_ . om/ .
04329 PA1053 100 Membrane protein 11 OMV Membrane proteins
Central intermediary -Carbon
PAK _ Succinate-semialdehyde compound catabolism-Amino
00475 PA0265 100 dehydrogenase (GabD) 1 ¢ acid biosynthesis and
metabolism
PAK_ 4-hydroxyphenylpyruvate Amino acid biosynthesis and
04521 PA0BE5 100 dioxygenase (Hpd) 10 c metabolism
PAK _ Aconitate hydratase .
03790 PA1562 100 (AcnA) 10 C Energy metabolism
Branched-chain alpha-keto . - .
g?olég PA2249 | 99,8 | acid dehydrogenase subunit 10 C Amino aﬂgtgf)%?:r}qhem and
E2 (BdkB)
PAK _ . om/ Membrane proteins-Transport
01495 PA3692 100 Membrane protein (LptF) 10 OMV of small molecules
PAK _ . .
00860 ausente Uncharacterized protein 10
PAK_ PA3734 | 99,7 Uncharacterized protein 10 CM Hypothetical, unclassified,
01453 unknown
PAK_ PA5303 100 Uncharacterized protein 10 U Hypothetical, unclassified,
05819 unknown
PAK _ Ferric uptake regulation -
05261 PA4764 100 protein 9 C Transcriptional regulators
Y880_
01240 | ausente Phage tail protein 9 -
00
PAK _ Ribosomal subunit Hypothetical, unclassified,
04924 PA4463 100 interface protein 9 ¢ unknown
PAK . . C/U/ Nucleotide biosynthesis and
02685 PA2616 | 99,7 Thioredoxin reductase 9 MLS metabolism
PAK Type Il secretion protein Membrane proteins-Protein
03650 PAL1698 100 (PopN) 9 OM/E secretion/export apparatus
Amino acid biosynthesis and
PAK_ Tyrosine--tRNA ligase metabolism-Translation, post-
00881 PAOG68 | 998 (TyrS) d ¢ translational modification,
degradation
PAK_ PA1139 | 99,3 Uncharacterized protein 9 P Hypothetical, unclassified,
04229 unknown
Y880_ . -
01072 | PA3684 | 99,1 | Uncharacterized protein 9 U Hypothetical, unclassified,
80 unknown
PAK_ ausente 3-phosphoshikimate 1- 8
02033 carboxyvinyltransferase
PAK_ Aspartate-semialdehyde Amino acid biosynthesis and
02076 PA2LLT 100 dehydrogenase (Asd) ! ¢ metabolism
PAK Two-component regulatory
= | PA0409 100 | Chemotaxis protein (CheY) 7 C systems-Chemotaxis-Motility
00625
& Attachment
PAK_ Porphobilinogen deaminase Biosynthesis of cofactors,
05774 PAS260 | 99,4 (HemC) ! ¢ prosthetic groups and carriers
gg‘;éz PA0548 100 Transketolase (TktA) 7 C Energy metabolism
PAK | PA5016 | 99,8 Acetyltransferase 6 C/OMV | Carbon compound catabolism-
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05523 component of pyruvate Energy metabolism
dehydrogenase complex
(AceF)
. DNA replication,
PAK_ PA3168 100 DNA gyrase subunit A 2 6 C recombination, modification
02029 (GyrA) )
and repair
PAK _ Lytic transglycosylase
01176 PA4001 100 (sltb1) 2 5 CM Cell wall / LPS / capsule
PAK _ Glutamate--tRNA ligase Translation, post-translational
02029 PA3134 | 99.6 (GItX) 2 4 ¢ modification, degradation
Se consideraron aquellas proteinas presentes en al menos 2 de 3 réplicas de la cepa WT vy
ausentes en PDE".
% Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realizé una
comparacion de secuencias (Pseudomona database blast) para identificar el gen en la cepa
PAOL.
® La anotacién de la proteina se obtiene de la bisqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAO1.
© sefial total corresponde con la sumatoria del numero de espectros asignados a cada proteina en
las distintas réplicas y es una medida de su abundancia relativa.
¢ En el caso de algunas proteinas el flagelo que carecen de homologas en PAO1, la localizacién
corresponde a la reportada en PAK..
fLa localizacion se reportd de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database C:
Citoplsmatica; CM: Membrana citoplsmatica; OMV: Vesiculas de membrana externa; OM:
Membrana externa; U: Indeterminada; MLS: Multiples sitios de localizacion; P: Periplasmica;
E: extracelular; F: Flagelo.
Tabla 14. Proteinas identificadas exclusivamente en la fraccién de exoproteinas de la cepa
PDE" en analisis proteémicos de tipo shotgun.
Genen | Genen % de b N° de Sefal Locali-
PAK PAOL? hlch)rgnig— Proteina identificada réplicas | total’ | zaciént PseudoCAP function
Hypothetical, unclassified,
PAK_ Hemagglutinin unknown-Cell wall / LPS /
05095 PA4625 | 99,1 (Fragment) (CdrA) 3 220 E capsule-Secreted Factors
(toxins, enzymes, alginate)
PAK _ Acyl carrier protein Fatty acid and phospholipid
02229 PA2966 100 (AcpP) 2 38 ¢ metabolism
gfgég PA4110 | 99,2 Beta-lactamase (AmpC) 3 38 P Adaptation, Protection
Hypothetical, unclassified,
PAK _ . . unknown-Cell wall / LPS /
05094 PA4625 | 100 Uncharacterized protein 2 33 E capsule-Secreted Factors
(toxins, enzymes, alginate)
PAK _ ) . Transcriptional regulators-
00670 PA0456 100 Cold-shock protein 2 32 C Adaptation, Protection
PAK_ 50S ribosomal protein Translation, post-translational
00900 PA42T1 100 L7/L12 (RplL) 2 27 ¢ modification, degradation
PAK _ Superoxide dismutase . .
04825 P4366 100 (SdoB) 2 27 P Adaptation, Protection
PAK_ | PA4932 100 50S ribosomal protein L9 2 15 C Translation, post-translational
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05435 (Rpll) modification, degradation
DNA replication,
PAK _ . recombination, modification and
05259 PA4762 | 100 Protein (GrpE) 14 ¢ repair-Chaperones & heat shock
proteins
PAK Hypothetical, unclassified,
= | PA0943 100 Dehydrogenase 13 P unknown-Protein
04438 X
secretion/export apparatus
PAK _ Transcription elongation Transcription, RNA processing
05252 PA4TS5 100 factor (GreA) 12 ¢ and degradation
PAK_ 50S ribosomal protein Translation, post-translational
01444 | PAS742 | 100 L19 (RplS) 1 c modification, degradation
PAK _ Glycine cleavage system Amino acid biosynthesis and
02859 PA2446 100 H protein (GevH) 1 ¢ metabolism
Y880_ OM/OM
01027 | PA2853 100 Lipoprotein (OprL) 10 v Membrane proteins
75
PAK Arginine--tRNA ligase Translation, post-translational
05558 PASOSL | 99,8 (ArgS) S ¢ modification, degradation

Se consideraron aquellas proteinas presentes en al menos 2 de 3 réplicas de la cepa PDE" y
ausentes en WT.

% Las busqueda fueron realizadas utilizando una base de datos de la cepa PAK. Se realizé una
comparacion de secuencias (Pseudomona database blast) para identificar el gen en la cepa
PAOL.

® La anotacion de la proteina se obtiene de la busqueda en base de datos de la cepa PAK y en
caso de no existir, de su homologo en PAOL.

© sefial total corresponde con la sumatoria del numero de espectros asignados a cada proteina en
las distintas réplicas y es una medida de su abundancia relativa.

tLa localizacion se reportd de acuerdo a la base de datos Pseudomonas database C:
Citoplsmatica; CM: Membrana citoplsmatica; OMV: Vesiculas de membrana externa; OM:
Membrana externa; U: Indeterminada; MLS: Multiples sitios de localizacion; P: Periplasmica;
E: extracelular; F: Flagelo.

De las proteinas que sélo estan presentes en la cepa WT, las que presentan mayor sefial
total corresponden a A-type flagellin (sefial total 1649) y A-type flagellar hook
associated protein (sefial total 1152). Consistentemente, ambas proteinas fueron
identificadas en varios spots diferenciales en el experimento de 2D DIGE, donde se
encontraron subrrepresentadas en la cepa PDE". Utilizando la aproximacion de tipo
shotgun identificamos ademas en esta fraccion otras proteinas adicionales del flagelo,
gue estan solamente presentes en la cepa WT (FIgM, FIgE, FlgL, FlgK, FlgG, FliK). En
conjunto estos resultados apuntan a que las proteinas del flagelo estdn muy disminuidas
0 ausentes en las fracciones analizadas de la cepa PDE". Cabe destacar que para el caso
de proteinas que desaparecen o cambian muy dramaticamente, la estrategia de DIGE

tiende a subestimar la tasa de cambio debido a la sefial de fondo presente en los geles.
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Por otro lado, la proteina mas abundante dentro de las presentes solamente en PDE" es

CdrA con una sefial total de 220, en concordancia con lo observado para el DIGE de

exoproteinas.

mC

m ME

mMC

m VME
mMSL

1%

Figura 26. Clasificaciéon de las proteinas
presentes exclusivamente en la fraccion
exoproteinas de la cepa WT

Representacion esquematica de la localizacion
subcelular. C: Citoplasmica; ME: Membrana
externa; MC: Membrana citoplasmica; VME:
Vesiculas de membrana externa; MSL:
Multiples  sitios de localizacién;  E:
Extracelular; P: Periplasmica; F: Flagelo; I:
Indeterminada

Otro dato que surge claramente del analisis de estas listas de proteinas diferenciales es

la presencia de varias proteinas del SSTT, tanto del complejo translocador (PopN, PopB

y PcrV) como de las exotoxinas (ExoS y ExoT), en la cepa WT pero no en la cepa

PDE".

Globalmente, a partir de los datos de localizacion subcelular se determind que sélo el

24% de las proteinas identificadas como diferenciales son esperadas para la fraccion de

exoproteinas (8% corresponde a proteinas secretadas, el 1% a proteinas de flagelo y el

15% a proteinas de vesiculas de membrana externa) mientras que el resto corresponde a

una fraccion diferente (32% citoplasmatica; 13% indeterminada; 2% poseen multiples

sitios de localizacion; 11% periplasmicas; 17% de membrana externa 1% membrana

interna). La distribucion de las distintas localizaciones se observa en la figura 26.
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En el caso de la cepa PDE", se determind que 12% corresponden a proteinas secretadas

y un 6% a proteinas presentes en vesiculas de membrana externa, mientras que el resto

corresponden a una fraccion diferente (54% citoplasmicas; 6% poseen multiples sitios

de localizacion; 18% periplasmicas; 6% membrana externa). La distribucion de las

distintas localizaciones observadas se resume en la figura 27. Cabe destacar que, tanto

para el caso de PDE" como para WT, la mayoria de las proteinas diferencialmente

representadas no corresponden a exoproteinas. Sin embargo, en ambas cepas las

proteinas mayoritarias identificadas son proteinas secretadas o proteinas que se han

encontrado en vesiculas de membrana externa y que por lo tanto que se espera encontrar

en esta fraccion.

Figura 27. Clasificacion de las proteinas
presentes exclusivamente en la fraccion
de membrana de la cepa PDE*
Representacion ~ esquemdtica de  la
localizacion subcelular. . C: Citoplasmica;
ME: Membrana externa; VME: Vesiculas de
membrana externa; MSL: Mdltiples sitios de
localizacion; E: Extracelular; P:
Periplasmica.

mC
m ME
mVME
m MSL
mE

mP
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3. Analisis de motilidad de la cepa PDE"

El andlisis protedmico comparativo de las cepas WT y PDE" revelé que mltiples
proteinas implicadas en la quimiotaxis y ensamblaje de flagelo poseen su expresion
reducida en la cepa PDE". Dado que ademas los principales blancos de regulacién por
quimiotaxis son el flagelo y el pili tipo IV, y que estos constituyen las principales
estructuras adhesivas y de motilidad P. aeruginosa, caracterizamos dichas estructuras
mediante diversos enfoques con el fin de validar los resultados protedmicos.

3.1-La sintesis de proteinas del flagelo se ve reducida en la cepa PDE*

Los resultados protedbmicos apuntan a que las proteinas estructurales de flagelo se ven
muy afectadas por la sobreexpresion de la proteina PA2133. Con el fin de validar dichos
resultados se realizaron ensayos de movilidad dependiente de flagelo en LB
suplementado con 0,3% de agar segun se explicd en materiales y métodos (O'Toole &
Kolter 1998b). Brevemente, se inoculd una colonia en el centro de las placas y luego de
24 hs se comparé el halo de avance en las distintas condiciones evaluadas. Como
control negativo de movilidad se utilizé la cepa AFIiC. La figura 28A muestra imégenes
representativas de las placas. Los resultados obtenidos indican que la movilidad
dependiente de flagelo de la cepa PDE" se ve seriamente comprometida. Al igual que
otros fenotipos analizados en el transcurso de este trabajo, esta disminucion es
dependiente de los niveles de expresion de PA2133. La cuantificacion de la movilidad
se llevo a cabo a través de la determinacion del area de los halos de avance como se
explicé en materiales y métodos. Los datos fueron normalizados respecto a WT, y
ademas se resto el area del control negativo (AF1iC). Como se muestra en el grafico de
la figura 28B, la cepa PDE" suplementada con 0,05% de L-arabinosa presenta una
reduccion del 77% de la movilidad respecto a la cepa WT, mientras que en la cepa
suplementada con 0,2% esta reduccion es de un 96%. Estas diferencias resultan
estadisticamente significativas por test de ANOVA (p<0.05) y test de Tukey (g<0.05).
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WT PDE" 0,05% ara PDE* 0,2% ara AFIiC

Figura 28. Efecto de la sobreexpresion
de la proteina PA2133 sobre la
movilidad dependiente de flagelo.

A-Imégenes de las placas de movilidad

* dependiente de flagelo donde se observan
hs 100 - los halos de avance para las cepas WT,
® PDE" suplementado con 0,05 y 0,2% de L-
g 80 - arabinosa y AFIiC.

3 B-Cuantificacion del efecto observado en
% 60 - A por determinacién del area de halos de
GE) * avance utilizando el programa Image J y el
T 40 - _— diametro de placa como longitud conocida
g para la calibracion.

3 20 - Los asteriscos indican  diferencias
g 0 - estadisticamente significativas por

. . ANOVA (p<0,05) y Test de Tukey
WT  PDE'0,05%ara PDE 0,2% ara (<0,05).

Debido a que los ensayos de movilidad hablan sobre la funcionalidad del flagelo pero
no son concluyentes en cuanto a la presencia del mismo, se llevaron a cabo dos
aproximaciones diferentes para evaluar la presencia del flagelo. Por un lado se
observaron las bacterias por microscopia electronica de transmision, y por otro se

Ilevaron a cabo extracciones de flagelo siguiendo protocolos reportados previamente.

La figura 29A muestra imagenes representativas de microscopia electronica de
transmision para las cepas WT, PDE" suplementada con 0,2% de L-arabinosa, AFliC y
APilA, tefidas negativamente. Las flechas solidas indican el flagelo y las discontinuas
los pili tipo 1V. La barra de escala representa 500 nm. En el caso de la cepa PDE" no se

encontré ninguna bacteria flagelada.
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Para confirmar esta observacion se realizaron extracciones de flagelo para las cepas en
estudio. Los extractos generados se analizaron en geles de SDS PAGE, como se muestra
en la figura 29B. En el caso de la cepa WT se observa una banda prominente de masa
molecular aparente de 66 kDa, que fue identificada por espectrometria de masa de tipo
MALDI-TOF/TOF como Type A flagellin, la principal subunidad estructural del flagelo
en P. aeruginosa. Para esta proteina se obtuvo una cobertura de secuencia de 31%, con
10 péptidos asignados y un Mascot protein score de 133. En el caso de la cepa PDE"
(0,2% L-arabinosa) no se observa una banda clara a la misma altura del gel, y lo mismo
se observa en el caso de la cepa AFIiC. Estos resultados en su conjunto apuntan a que la
cepa PDE" tiene un defecto en la sintesis y/o ensamblaje del flagelo, lo que resulta en

una cepa mayoritariamente sin flagelo.

Con el fin de determinar si la reduccién en los niveles de flagelo se debe a una
disminucion en su sintesis o su ensamblaje, se analiz6 un extracto total de bacterias
mediante Western Blot, utilizando un anticuerpo anti-FliC, y la cepa AFIiC como
control negativo (figura 29C). EI mismo reveld que mientras que en la cepa WT se
observa una banda clara correspondiente a flagelina, los niveles de esta proteina en las
cepas PDE" y AFIiC son indetectables por este método. Estos resultados confirman que
la sobreexpresion de la proteina PA2133 afecta, ya sea de forma directa o indirecta, la

sintesis de flagelina, la proteina estrucutural del filamento del flagelo.
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WT PDE" 0,2% ara

AFIliC

WT  AFliC PDE'0,2% ara

' = AFiC  PDE'0.2% ara

Figura 29. Efecto de la sobreexpresion de PA2133 sobre el ensamblaje de flagelo.

A- Micrografias electronicas de las cepas PDE", AFIiC, WT y APilA. no Las flechas solidas indican el
flagelo y las punteadas el pili tipo V. La barra de escala representa 500 nm.

B-Andlisis mediante SDS PAGE de las proteinas obtenidas en la extraccion de flagelo. La banda méas
abundante obtenida en la cepa WT fue analizada por espectrometria de masa de tipo MALDI/TOF-TOF
y se identificé a la proteina flagelina tipo A

C-Western blot de un lisado total de bacterias separado por SDS PAGE, revelado con un anticuerpo
anti-FliC. Como control negativo se usaron extractos de la cepa AFIiC.
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3.2-La funcionalidad del pili tipo 1V se ve afectada en la cepa PDE*

Los estudios protedmicos realizados revelaron que proteinas involucradas en la
funcionalidad del pili son diferenciales entre la cepas WT y PDE’. Una de las
principales proteinas sobrerrepresentada en la cepa PDE", la histidina quinasa ChpA,
esta directamente involucrada en la quimiotaxis mediada por pili tipo IV (Whitchurch et
al 2004). Adicionalmente, FimV que participa en el ensamblaje de esta estructura, se
detecté claramente con dos isoformas diferentes, una predominante en la cepa WT y
otra en la cepa PDE". Si bien durante la observacion de las muestras por microscopia
electrénica de transmision fue posible ver que la cepa PDE" posee pili tipo IV, nos
propusimos profundizar en la comparacion de esta estructura entre ambas cepas a nivel
estructural y funcional. Para ello, en primer lugar se llevd a cabo una extraccion de
dicha estructura en las cepas WT, PDE" y APilA, tal como se explico en materiales y
métodos. Los extractos de pili tipo IV se separaron mediante SDS PAGE vy las bandas
mas abundantes se analizaron por espectrometria de masa MALDI-TOF/TOF. La figura
30 muestra un gel representativo, donde se observa que las cepas WT y PDE" poseen
una banda abundante y que la misma esta ausente en la cepa APilA. El andlisis por
espectometria de masa permitié identificar a la proteina PilA, la principal proteina
estructural del pili tipo IV, como el componente mayoritaro de estas bandas. Para la
cepa WT se obtuvo una cobertura de secuencia de 77%, un Mascot protein score de 322
y 10 péptidos asignados a la secuencia de PilA, la principal subunidad estructural del
pili tipo 1V. Para la cepa PDE" la cobertura de secuencia fue de 44%, el Mascot protein

score fue de 266 y se asignaron 5 péptidos a la secuencia de PilA.
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Figura 30. Analisis de las proteinas presentes en las extracciones de pili tipo 1V

A- Imagen de un gel SDS PAGE donde se separaron las proteinas presentes en la
extraccion de pili tipo V.

B- Espectro resultante de la banda de la cepa PDE+ suplementada con 0,2% de L-
arabinosa. Las bandas mayoritarias en las cepas WT y PDE" fueron analizadas por
espectrometria de masa de tipo MALDI/TOF-TOF y se identificé a la proteina pilina.

Si bien estos resultados concuerdan con lo observado en la microscopia, no son
concluyentes en cuanto a funcionalidad del pili. Un indicador de la funcionalidad del
pili tipo IV es el reborde de colonia. La figura 31A muestra imagenes representativas de
los rebordes de colonia para las cepas WT, APilA, Y PDE" suplementado con 0,2% o
0,05% de L-arabinosa. En las cepas en las que el pili esta ausente (APilA), el reborde de
la colonia es recortado. En comparacién, la cepa WT que posee un pili funcional
presenta un reborde ramificado, en donde es posible observar frentes de migracion
superpuestos. En el caso de la cepa PDE", el fenotipo es intermedio entre ambos casos:
el reborde no se observa ramificado ni recortado, sino dentado. A diferencia del resto de
los fenotipos reportados en este trabajo, no existe diferencia observable en el borde de
colonia de las cepas inducidas con distintos niveles de arabinosa. Estos resultados
sugieren un posible defecto en la movilidad sobre superficies sélidas de la cepa que
sobreexpresa la proteina PA2133.

Con el fin de complementar el analisis funcional del pili tipo 1V, se llevaron a cabo
ensayos de movilidad dependiente de pili IV (Whitchurch et al 1991). El principio de
este ensayo es similar al de movilidad dependiente de flagelo, s6lo que a diferencia de

éste se permite a las bacterias colonizar la interfase plastico-agar, y ademas se utiliza
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una mayor concentracion de agar (1% vs 0,3%). La figura 31B muestra imagenes
representativas del ensayo de movilidad dependiente de pili junto con un gréafico de
cuantificacion de areas (figura 31C). Las areas se normalizaron respecto a la condicién
WT y ademas se restd el promedio del area para la cepa APilA. Se observa que la
migracion para la cepa PDE" es menor que para WT. Segun test de ANOVA (p<0.05) y
test de Tukey (g<0.05) dicha diferencia es signifcativa. Sin embargo, en concordancia a
lo observado para los rebordes de colonia, no se observa una dependencia de
comportamiento con los niveles de L-arabinosa, es decir, la suplementacion con
distintos niveles no genera un cambio estadisticamente significativo. En conjunto estos
resultados sugieren que la funcionalidad del pili tipo 1V se ve afectada en la cepa PDE”,
pero que el umbral de di-GMPc necesario para regular este fenotipo es diferente al
requerido para los otros fenotipos analizados en este trabajo, inlcuyendo la movilidad

dependiente del flagelo, la formacion de biofilms, y la produccion de EPS.

A
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PDE" 0,05% ara PDE" 0,2% ara APilA
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Figura 31. Efecto de la sobreexpresion de la proteina PA2133 sobre la funcionalidad del pili
tipo IV.

A- Comparacion de los rebordes de colonia para las cepas WT, PDE" (0,2 y 0,05% L-arabinosa) y
APilA.

B-Imagenes de las placas movilidad dependiente de pili tipo 1V donde se observa el halo de avance
para las cepas WT, PDE" suplementada con 0,05 0 0,2% de arabinosa y APilA .

C-Cuantificacion del efecto observado en B por determinacion del area de halos de avance utilizando
el programa Image J y el diametro de placa como longitud conocida para la calibracion.

Las diferencias estadisticamente significativas por ANOVA (p<0,05) y test de Tukey (g<0,05) se
indican con un asterisco.
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VI-DISCUSION

En este trabajo, se caracterizd una cepa que sobreexpresa la fosfodiesterasa PA2133
desde el punto de vista fenotipico y proteémico. El anélisis comparativo de las cepas
WT y PDE" permitié identificar 4 aspectos claves de la fisiologia y de la patogénesis de
P. aeruginosa que se ven afectados por la sobreexpresion de la proteina PA2133: La
adhesion a superficies bidticas y abidticas, la citotoxicidad, la expresion de receptores
de quimiotaxis y la movilidad dependiente de pili y flagelo. Mientras que muchos de los
resultados obtenidos son esperados para cepas con bajos niveles de di-GMPc, otros
estdn en contraposicién con el modelo actual y por tanto cuestionan nuestro

entendimiento sobre la regulacion mediada por este segundo mensajero.

Citotoxicidad

Reportes previos indican que la sobreexpresion de la proteina PA2133 genera una cepa
con baja citotoxicidad dependiente del SSTT en células CHO (Kulasakara et al 2006).
Estos autores infectaron células CHO con P. aeruginosa WT y una cepa que
sobreexpresa la fosfodiesterasa PA2133 y evaluaron la liberacién de lactato
deshidrogenasa al medio extracelular. Niveles altos de lactato deshidrogenasa en el
medio se correlacionan con estrés celular elevado como consecuencia de la inyeccion de
toxinas.

El SSTT es un sistema esencial en la translocacién de proteinas del flagelo al exterior,
asi como en la translocacién de toxinas al citoplasma de células eucariotas (Abby &
Rocha 2012, Blocker et al 2003). EI SSTT que transloca toxinas al hospedero representa
el SSTT no-flagelar o inyectosoma, y cuando en la literatura se hace referencia al
mismo se le denomina simplemente SSTT.

El anélisis protedmico reveld que varias proteinas pertenecientes al SSTT, tanto del
translocador como algunas exotoxinas, estan presentes en la cepa WT pero no en la cepa
PDE".

Nuestro analisis reveld0 que 2 toxinas del SSTT (ExoS y ExoT), asi como 4
componentes estructurales del translocador (PopN, PopB, PopD y PcrV), se encuentran
presentes en la fraccion de exoproteinas de la cepa WT pero no se detectaron en la cepa
PDE". En este mismo sentido, la proteina que forma la secretina inserta en la membrana
externa a través de la cual pasan los componentes estructurales del SSTT vy las

exotoxinas (PscC) no se detectd en la fraccion de membrana de la cepa PDE" pero si en
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la cepa WT. Si bien se ha reportado que la translocacion de las toxinas se induce por el
contacto con la célula hospedera, también se ha visto que existe una secrecion basal de
los mismos al medio extracelular (Sundin et al 2004).

Por otra parte, y en este mismo sentido, la exotoxina A (ToxA o ExoA), uno de los
factores extracelulares de virulencia mas importante en P. aeruginosa no se pudo
detectar en la cepa PDE" pero si en la WT. La exotoxina A es una ADP-ribosil-
transferasa similar a la toxina colérica, que inhibe irreversiblemente la sintesis de
proteinas en eucariotas y cuya secrecion no se da a través del SSTT sino que se da a
través de la via general de secrecion GSP (del inglés, General secretion pathway).
(Iglewski & Kabat 1975, Lory et al 1983, McVay & Hamood 1995).

En conjunto nuestros resultados apuntan a que la cepa PDE" posee una virulencia
atenuada y que la sintesis del SSTT estd regulada por los niveles de di-GMPc. Este
resultado es novedoso, ya que a nuestro conocimiento es la primera vez que se observa
una regulacién negativa de la sintesis de componentes del SSTT en respuesta a bajos
niveles de di-GMPc. En D. dadantii, se observo que la eliminacion del genoma de dos
enzimas con actividad fosfodiesterasa, EcpB y EcpC, inhibe la transcripcion de
proteinas del SSTT (Yi et al 2010). Por otra parte, para la cepa PA14 de P. aeruginosa,
se observo que la expresion del SSTT es inhibida por altos niveles de di-GMPc
(Moscoso et al 2011) y la secrecion de ExoS se inhibe por la eliminacion del genoma de
una enzima con actividad PDE (Ryan et al 2009). A pesar de que nuestros resultados
son opuestos a las observaciones realizadas por otros grupos de trabajo, cabe destacar
que el fenotipo observado por Kulesakara para la citotoxicidad de la cepa que
sobreexpresa la proteina PA2133, es consistente con nuestros resultados. Esto refleja
una vez mas que la regulacion por di-GMPc es mas compleja de lo inicialmente pensado
y que cada enzima con actividad PDE o DGC juega un rol diferente independientemente

de los niveles globales de di-GMPc.

Adhesion a superficies bidticas y abidticas.

En este trabajo se evalud la capacidad de adhesion a la superficie epitelial de la cepa
PDE", utilizando como modelo de epitelio células MDCK polarizadas. Segln nuestros
resultados la capacidad de adhesion de la cepa PDE" se encuentra severamente afectada.
Algunos resultados protedomicos podrian explicar, al menos parcialmente, este fenotipo.
Una de las conclusiones mas claras que surgen utilizando distintas aproximaciones

protedmicas es que la sobreexpresion de PA2133 provoca una disminucion muy
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importante en los niveles expresion de proteinas del flagelo, una de las principales
estructuras de movilidad y adhesién en P. aeruginosa (Drake & Montie 1988, O'Toole
& Kolter 1998a). En particular, utilizando la estrategia de shotgun 12 proteinas de esta
estructura (A type flagellin, FleQ, FIgE, FlgG, Flgl, FIgK FlgL, FIgM, FliF, FliK MotB
y Type A associated flagellar hook) fueron detectadas en la cepa WT, pero no se
pudieron detectar o se encontraron subrrepresentadas en PDE". En particular, la proteina
A type flagellin fue detectada como diferencial tanto en la fraccion de membrana como
exoproteinas. En forma consistente, las proteinas A Type flagellin y Type A associated
flagellar hook fueron detectadas como diferenciales utilizando la estrategia de 2D-
DIGE. Este resultado es muy llamativo, ya que como se comentd brevemente en la
seccion anterior, el flagelo es secretado a través del SSTT flagelar. El inyectisoma (que
transloca toxinas al citoplasma del hospedero) y el flagelo poseen una organizacién
estructural similar y se cree que el SSTT no-flagelar evolucioné a partir del SSTT
flagelar ya que el primero sélo se encuentra en bacterias Gram-negativas y el segundo
tanto en Gram-negativas como Gram-positivas (Abby & Rocha 2012, Blocker et al
2003). En Salmonella, el factor 68, que regula la transcripcion de los genes del flagelo
también regula la transcripcion del SSTT no flagelar (Eichelberg & Galan 2000, Galan
1999). En P. aeruginosa un factor que participa de esta regulacion es RpoN (o") (Matz
et al 2008, Totten et al 1990). Si bien este factor no fue detectado como proteina
diferencial en nuestros andlisis protedmicos, los mismos no estuvieron enfocados en la
deteccion de proteinas citosolicas. Sin embargo, en base a nuestros resultados es posible
postular que los niveles de di-GMPc podrian regular la sintesis de proteinas de estas dos
estructuras a través de un factor o comun. Es interesante notar que no encontramos en la
literatura reportes de una regulacion negativa de la sintesis de proteinas del flagelo y el
SSTT en respuesta a bajos niveles de di-GMPc. Curiosamente, los proteomas de las
cepas WT y PDE" presentan diferencias en varias proteinas con actividad histidina
quinasa. Si bien para la mayoria de ellas no se conoce exactamente la funcion en P.
aeruginosa, son candidatos que podrian analizarse como posibles mediadores de estos

efectos, a través de la fosforilacion de los reguladores de respuesta asociados.

Curiosamente, dos proteinas relacionadas con la adhesiéon y formacion de biofilms se
identificaron como sobrerrepresentadas en PDE™: CdrA y su transportador, CdrB.
Reportes de la literatura indican que CdrA se encuentra principalmente bajo dos

isoformas, una de 150 kDa que es secretada al medio y otra de 220 kDa que se ha
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encontrado asociada a la célula. La isoforma de 220 kDa posee un dominio N-terminal
de unién a carbohidratos (aminoacidos 45-153) seguido de un dominio hemaglutinina
(aminoécidos 332-477) (Borlee et al 2010). El andlisis por espectrometria de masa no
nos permitié identificar péptidos en la region N-terminal de la proteina, a pesar de que
los péptidos generados por digestion triptica de este segmento poseen multiples masas
pasibles de ser observadas en el rango m/z seleccionado. El primer aminoacido
detectado para CdrA fue la metionina 388. Esto sugiere que en la isoforma detectada
por nosotros el dominio de unién a carbohidratos se encuentra ausente y el dominio
hemaglutinina probablemente esta interrumpido. Dado que el dominio de union a
carbohidratos esta implicado en el entrecruzamiento de los carbohidratos presentes en
la matriz celular asi como en la superficie de la bacteria e incluso en la superficie del
hospedero, la presencia de esta adhesina en la fraccion de exoproteinas de la cepa PDE*
es consistente con la falta de adhesion observada a lo largo de este trabajo para esta
cepa. Sin embargo, este resultado pone en evidencia una vez mas que la sobreexpresion
de la proteina PA2133 genera un fenotipo opuesto a lo reportado.

Segun datos de la literatura, la expresion de los genes del sistema Pel y Cdr en la cepa
PAO1 de P. aeruginosa se activa en respuesta a la sobreexpresion de la diguanilato
ciclasa WspR y por tanto en respuesta a altos niveles de di-GMPc (Borlee et al 2010,
Hickman & Harwood 2008). FleQ es represor de estos dos operones y a su vez es el
principal activador transcripcional de genes del flagelo. En respuesta a altos niveles de
di-GMPc, FleQ se disocia de sus sitios de union al ADN eliminando la represion en la
transcripcion de los operones sistemas Pel y Cdr y la activacién de los genes del flagelo.
(Arora et al 1997, Borlee et al 2010, Hickman & Harwood 2008, Hickman et al 2005).
Globalmente nuestros resultados muestran el cambio de todas estas proteinas en forma
muy consistente entre ellas, pero asociados a bajos niveles de di-GMPc: FleQ, asi como
los componentes estructurales y regulatorios del flagelo se encuentran entre las
proteinas subrrepresentadas en la cepa PDE" mientras que CdrA y CdrB (al igual que
PelB y PelC) se encuentran sobrerrepresentadas. Nuestros resultados apuntan a que las
vias de regulacion mediadas por di-GMPc son muy complejas y que los cambios
encontrados a nivel de proteinas por sobreexpresion de una guanilato ciclasa o

fosfodiesterasa especifica no son extrapolables a otras proteinas con la misma actividad.

En conclusion, la capacidad de la cepa PDE" de asociarse a superficies tanto bidticas

como abiéticas esta severamente afectada en la cepa PDE". Mas aln, la disminucion en
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la capacidad de formacidn de estructuras multicelulares es dependiente de los niveles de
expresion de la proteina PA2133. Estos resultados son los esperados para cepas con
bajos niveles de di-GMPc; el efecto de este segundo mensajero sobre la formacion de
estas estructuras ha sido extensamente estudiado y reportado (Barraud et al 2009,
Jimenez-Fernandez et al 2015, Merritt et al 2007, Newell et al 2011). En particular,
nuestros resultados corroboran observaciones previas para el caso de la fosfodiesterasa
en estudio (Hickman et al 2005, Kulasakara et al 2006). En concordancia con estos
resultados hemos observado que la produccion de exopolisacarido, principal
componente de la matriz polimérica extracelular que da soporte estructural al biofilm, se
encuentra disminuida en la cepa PDE".

Los estudios proteémicos nos permitieron identificar cambios en proteinas relacionadas
a la adhesion y produccion de exopolisacarido entre ambas cepas. En particular el
analisis proteémico por shotgun permitio demostrar que la cepa PDE" posee mayor
representacion de algunos genes del sistema Pel (PelB y PelC) respecto a la cepa WT,
mientras que el activador transcripcional de los genes de sintesis de alginato, AlgR
(Lizewski et al 2002) sélo se detecto en la cepa WT.

En P. aeruginosa la matriz de exopolisacarido estd compuesta por alginato,
carbohidratos tipo Pel (ricos en glucosa) y carbohidratos tipo Psl (ricos en manosa)
(Friedman & Kolter 2004, Ghafoor et al 2011, Liang 2015).

PelB y PelC son proteinas codificadas en un operén regulado por di-GMPc y que
participan en la exportacion de carbohidratos ricos en glucosa que forman parte del EPS
(Hickman et al 2005, Vasseur et al 2007). Los datos que obtuvimos mediante el ensayo
de incorporacion del colorante rojo Congo en las colonias de la cepa PDE™ apuntan a
que la sintesis global de carbohidratos que forman parte del exopolisacarido esta
disminuida. El rojo Congo ha sido ampliamente utilizado para determinar la capacidad
de sintesis de exopolisacarido, sin embargo su especificidad por los distintos
componentes del mismo no ha sido determinada. Si bien nuestros resultados apuntan a
que la sintesis de carbohidratos de tipo Pel esté aumentada en la cepa PDE", creemos
que la falta de AlgR en esta cepa produce una disminucién abrupta en los niveles de
alginato y como consecuencia una deficiencia en la incorporacion del rojo Congo.

Por tanto, nuestros resultados apuntan a que el defecto en la adhesion de la cepa PDE"
puede estar mediado a través de la presencia de una adhesina inactiva y/o por la
inhibicidn en la sintesis de componentes del flagelo.
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Quimiotaxis

El analisis protedmico permitio identificar 17 receptores de quimiotaxis (MCPs) en la
fraccion de membrana de la cepa WT (Aer, CtpH, CttP, PctA, PctC, PstB, PA1465,
PA1608, PA2652, PA2654, PA2788, PA2867, PA2920, PA3349, PA4633 y PA4915),
los que ademéas fueron detectados como proteinas relativamente abundantes en esa
fraccion. En la cepa PDE" no se pudieron detectar 16 de estos receptores y uno de ellos
se detectd subrrepresentado en forma estadisticamente significativa (PctB). En P.
aeruginosa existen 26 MCPs, de las cuales sélo aproximadamente la mitad han sido
caracterizadas (Kato et al 2008). De estas 17 proteinas s6lo se conoce la funcion de 7 de
ellas. PctA, PctB y PctC participan en la quimiotaxis positiva hacia 19 aminoécidos y en
la quimiotaxis negativa en presencia de altas concentraciones de cloroetileno, un residuo
industrial que es contaminante comun de las aguas subterraneas (Kato et al 2008,
Reyes-Darias et al 2015, Shitashiro et al 2005, Taguchi et al 1997). En oposicion, CttP
participa en la quimiotaxis positiva hacia bajas concentraciones de este compuesto, ya
que en estas condiciones es capaz de degradarlo (Parales & Harwood 2002). Aer es el
receptor de quimiotaxis hacia el oxigeno (Hong et al 2004), mientras que PstB y CtpH
poseen un rol demostrado en la quimiotaxis hacia fosfato inorganico (Nikata et al 1996,
Wau et al 2000). Cabe destacar que de los 17 MCPs cuya expresion se ve afectada en la
cepa PDE", 13 fueron identificados como proteinas capaces de unir di-GMPc en un
estudio protedmico (Duvel et al 2012). Si bien el rol de esta interaccion aun no ha sido
caracterizado, en la bacteria A. brasilense, se observd que el receptor de aerotaxis
promueve la motilidad en respuesta a niveles elevados de di-GMPc, pero que si estos
niveles se mantienen por tiempos prolongados se suprime la motilidad y se promueve la

agregacion (Russell et al 2013).

Por otro lado, hemos identificado como diferencial, a una proteina reguladora que
participa la quimiotaxis dependiente de pili tipo IV (ChpA). La misma fue identificada
solamente en la fraccion de membrana de la cepa PDE’. ChpA es una proteina de
sefializacion muy compleja que posee actividad histidina quinasa, un dominio de tipo
CheY y mediante diversos algoritmos informaticos se predice que ademas tiene un
dominio de tipo CheW. De esta manera, ChpA centralizaria la funcion de varias de las
proteinas del sistema Che en una sola proteina (Leech & Mattick 2006, Whitchurch et al
2004). ChpA se ha visto implicada en la biogénesis del pili tipo IV y su funcionalidad, a
través del control de ensamblaje y su retraccion respectivamente (Bertrand et al 2010,
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Leech & Mattick 2006, Whitchurch et al 2004). Reportes recientes indican que ChpA
ejerce su efecto sobre el pili tipo IV en parte a través de la regulacion indirecta de los
niveles del segundo mensajero AMPc (Fulcher et al 2010). Por otra parte, se ha visto
que ChpA es capaz de unir di-GMPc, pero aun no se conoce el efecto que desencadena

esta unién (Duvel et al 2012).

Los resultados obtenidos indican que la cepa PDE" presenta una fuerte reduccion en el
numero de receptores de quimiotaxis en su membrana. De los 26 MCPs existentes en P.
aeruginosa, solo uno de ellos, PilJ, se ha visto implicado en la quimiotaxis dependiente
de pili tipo IV y el resto estarian involucrados en la movilidad dependiente de flagelo
(Kato et al 2008, Sampedro et al 2015). Ya que PilJ no fue detectada mediante la
estrategia de shotgun, no es posible determinar si su expresion se ve disminuida en la
cepa PDE". Todos los MCPs cuya expresion se observo afectada en dicha cepa, han sido
reportados como receptores de quimiotaxis asociados al flagelo, estructura que a su vez
posee expresion severamente disminuida en la cepa PDE" (Sampedro et al 2015). En
este contexto, consideramos que la realizacion de ensayos de quimiotaxis dependientes

tanto de pili como de flagelo para la cepa PDE" seria poco informativa.

Movilidad

Los resultados obtenidos a partir de analisis tanto protedmicos y de microscopia, asi
como estudios funcionales de movilidad, permitieron demostrar en forma muy
contundente que la sobreexpresion de la fosfodiesterasa PA2133 inhibe la sintesis de los
componentes del flagelo y como consecuencia se genera una cepa con un grave defecto
en la movilidad. Este fenotipo, como ya se discutié anteriormente, estd en
contraposicion con lo esperado de acuerdo a nuestro conocimiento actual, donde bajos
niveles de di-GMPc se asocian a cepas hipermoviles en distintas bacterias (Aragon et al
2015, Merritt et al 2007, Tan et al 2014).

En el caso del pili tipo 1V, la otra estructura de movilidad de P. aeruginosa, el analisis
protedmico no permitié concluir que la expresion de proteinas de dicha estructura se
vea afectada en la cepa PDE". Mdltiples proteinas estructurales del complejo pili tipo 1V
(PilA, PIIC, PiIN, PilP, PilQ, PilX y PilY1) se detectaron en el grupo de proteinas cuyos
niveles son similares en ambas cepas en la fraccién de proteinas de membrana (datos no

mostrados). Sin embargo, tanto el andlisis de la fraccion de proteinas de membrana
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insolubles en buffer 2D, como el andlisis de tipo shotgun indican que algunas proteinas
implicadas en la regulacién de la movilidad dependiente de pili, o bien poseen niveles
alterados en la cepa PDE™ (ChpA, FimL) o la isoforma predominante en esta cepa es
distinta a la predominante en WT (FimV). Si bien el analisis de las extracciones de esta
estructura parece indicar una subrrepresentacion leve de la misma en la cepa PDE", a
partir de estos ensayos s6lo se puede obtener informacién semicuantitativa. A diferencia
de los ensayos de extraccion de flagelo, en los que se utilizan cultivos liquidos, en estos
ensayos las bacterias se recobran de placas de LB agar mediante el uso de un rastrillo (la
adhesion a superficie promueve la expresion de pili tipo 1V). Esto dificulta relativizar
las cantidades de pilina (la proteina mayoritaria del filamento del pili) recuperada ya
que una diferencia minima al rastrillar puede generar la diferencia observada. El analisis
por microscopia electrénica concuerda con el analisis de los extractos de pili tipo IV en
cuanto a la presencia de esta estructura en la cepa PDE". A pesar de lo expuesto, y en
concordancia con los patrones de representacion observados para ChpA, FimL y FimV
en ambas cepas, los rebordes de colonia sugieren que la funcionalidad del pili tipo IV se
ve afectada en la cepa PDE". Este efecto fue confirmado a través de los ensayos de
movilidad. A diferencia del resto de los fenotipos evaluados en este trabajo, la
disminucion en la movilidad no es dependiente de los niveles de L-arabinosa ensayados.
Cabe destacar que aungue no se muestra en este trabajo, se evalué una concentracién de
L-arabinosa ain menor (0,02%) sin observar un aumento en la movilidad como ocurre
para la movilidad dependiente de flagelo. Esto indicaria, que el pili tipo IV esta
regulado por di-GMPc, pero a un valor umbral de concentracion y/o un mecanismo de
accion diferente. Si bien el efecto de la sobreexpresion de la proteina PA2133 sobre la
movilidad es inesperado, el mismo ha sido validado utilizando distintas aproximaciones
desde la microscopia a la protedmica y por tanto pensamos que es un resultado muy

robusto.

Integracion de resultados

En resumen, la sobreexpresion de la fosfodiesterasa PA2133 afecta principalmente 4
procesos en la bacteria. Estos procesos son la citotoxicidad mediada por el sistema de
secrecion tipo I, la adhesion a superficies bioticas y abidticas, la expresion de
receptores de quimiotaxis y la movilidad. En particular, la ausencia de flagelo esta
directa o indirectamente relacionada a los cuatro procesos o estructuras afectadas. A
partir del analisis protedmico, puede observarse que el perfil de expresion de proteinas
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en ambas cepas tiene algunas diferencias importantes. En este sentido se identificaron
dos reguladores de la transcripcion que podrian estar mediando los cambios observados:
Viry FleQ.

Vfr y FleQ son dos reguladores de la transcripcion centrales a todos los cambios
protedmicos observados, y ambos se encontraron sobrerrepresentados en la fraccion de
membrana de la cepa WT. Ambas proteinas han sido reportadas como capaces de unir
di-GMPc a pesar de no contener dominios clasicos de union a este nucle6tido (Hickman
& Harwood 2008). Mas aun, la union al ADN de ambos reguladores transcripcionales
se ha visto inhibida por altos niveles de di-GMPc (Almblad et al 2015, Duvel et al 2012,
Hickman & Harwood 2008, Leduc & Roberts 2009, Tao et al 2010).

Vfr es un activador transcripcional de alrededor de 200 genes, entre ellos se encuentran
los pertenecientes al pili tipo 1V, el sistema de secrecion tipo Il y la exotoxina A
(Beatson et al 2002, Fuchs et al 2010, Wolfgang et al 2003). Por otro lado FleQ, es el
principal activador transcripcional de los genes del flagelo y represor de los genes Pel y
Cdr (Arora et al 1997, Borlee et al 2010, Hickman & Harwood 2008, Hickman et al
2005). Cabe destacar que si bien estos reguladores han sido identificados en forma
consistente en una u otra cepa en la fraccion de membrana, para corroborar la expresion
alterada de los mismos seria necesario realizar estudios proteémicos sobre las fracciones
citosolicas.

Para la mayor parte de los genes regulados por Vfr, la activacion es dependiente de los
niveles de AMPc (Almblad et al 2015, Fuchs et al 2010, Serate et al 2011). En este
sentido, varias proteinas que aparecen sobrerrepresentadas en PDE® se han visto
involucradas en la regulacion de los niveles de este segundo mensajero. La mas
destacada de ellas es ChpA, la segunda proteina diferencial con mayor
sobrerrepresentacion en la cepa PDE®, proteina cuyas caracteristicas ya fueron
detalladas previamente en esta discusion. Por otra parte y en este mismo sentido se
encuentra FimL. FimL es una proteina homdloga a la region N-terminal de ChpA en la
que estan ausentes los residuos fosforilables, y que al igual que ChpA, se ha visto
implicada en la regulacion del pili tipo IV (Shan et al 2004, Whitchurch et al 2005).
Tanto para ChpA como FimL se ha visto que la sobreexpresion trae como consecuencia
una disminucion abrupta en los niveles globales de AMPc por un mecanismo que
involucra la regulacion de la actividad adenilato ciclasa de CyaB, la principal enzima
que cataliza la sintesis de AMPc en P. aeruginosa (Fulcher et al 2010, Inclan et al
2011). Resulta oportuno destacar que mediante nuestra aproximacion, ademas de ChpA
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y FimL detectamos como sobrerrepresentada en PDE" una proteina que se encuentra
anotada como adenilato ciclasa en la cepa PAK (PA5209 en PAQ1) y posee un dominio
CYTH caracteristico de esta familia de proteinas. Una posibilidad que necesitaria
verificacion experimental es que en la cepa PDE" no solo los niveles de di-GMPc se
encuentran alterados, sino también los de AMPc.

La disminucién en los niveles de estos dos reguladores transcripcionales, Vfr y FleQ, en
la cepa PDE" explicarian la pérdida en la expresion del sistema de secrecion tipo Ill, la
exotoxina Ay la deficiencia en la movilidad dependiente de pili. En el mismo sentido la
disminucion de los niveles de FleQ seria responsable de que no se detecten proteinas del
flagelo, y de la expresion aumentada de CdrA-B y PelB y PelC en dicha cepa. Sin
embargo, los datos proteémicos revelan la presencia de un gran nimero de proteinas
diferenciales. Entre estas se encuentran otros reguladores transcripcionales y elementos
de sefializacion, los cuales podrian estar jugando un papel clave en la regulacion de la
expresion de las proteinas identificadas como diferenciales.

De acuerdo a nuestro conocimiento, es la primera vez que se observa una disminucion
en la expresion de los genes de flagelo, sistema de secrecion tipo 11l y receptores de
quimiotaxis como consecuencia de la sobreexpresion de una fosfodiesterasa de di-
GMPc, asi como una disminucion en la movilidad dependiente de pili tipo V.

En este sentido el principal resultado que surge de esta tesis es que, a través de la
sobreexpresion de la proteina PA2133, fue posible disociar el efecto del di-GMPc sobre
la movilidad y formacion de biofilms. EI modelo actual plantea que bajos niveles de di-
GMPc se asocian a alta movilidad y baja capacidad de formacion de biofilms. En el
caso de la cepa PDE" demostramos que la misma esta asociada a baja movilidad y baja

capacidad de formacion de biofilms.

Recientemente se ha comenzado a postular que en realidad no son los niveles globales
de di-GMPc sino mas bien, acumulaciones locales de este segundo mensajero las
responsables de los fenotipos particulares observados. EI genoma de P. aeruginosa
codifica para alrededor de 40 proteinas con dominios implicados en la sintesis o
degradacion de di-GMPc (GGDEF, HD-GYP y EAL). Sin embargo, en el caso del
segundo mensajero AMPc, para el que la regulacion se da a través de la existencia de un
cumulo global, so6lo se han identificado dos proteinas implicadas en su sintesis (CyaA y
CyaB) y una en su degradacion (CpdA). Esto apoya fuertemente la idea de que no todas
las enzimas con dominios PDE o DGC poseen el mismo rol biolégico y que la
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distribucion de di-GMPc en la célula posee un patrén insular. En este mismo sentido,
existe un reporte que apunta a que no existe una correlacion directa entre los niveles
globales de di-GMPc y fenotipos especificos. En ese trabajo se analizaron dos cepas
deficientes en distintas DGCs (ARoeA y ASadC). Si bien ambas cepas poseen iguales
niveles de di-GMPc las mismas presentan fenotipos muy distintos en lo que respecta a
movilidad y sintesis de EPS (Merritt et al 2010).

Alternativamente, el fenotipo observado podria deberse a que los niveles de di-GMPc
en la cepa PDE" son muy bajos, aun con la menor concentracion de inductor utilizada.
En apoyo a esta hipotesis existen dos reportes de la literatura en los que se generaron
cepas de otras bacterias con niveles cero de di-GMPc y se realizaron observaciones
similares a las encontradas durante este trabajo (Abel et al 2013, Solano et al 2009).

En el primero de ellos se construy6 una cepa de Salmonella en la que se eliminaron
todos los genes que codifican enzimas con dominios GGDEF (Solano et al 2009). En el
otro se generd una cepa de Caulobacter crescentus en la que se eliminaron todos los
genes que codifican proteinas con actividad DGC y PDE (Abel et al 2013). Al igual que
ocurre con PDE", estas cepas poseen tasas de replicacion normales, son deficientes en la
formacion de biofilms, sintesis de exopolisacarido y poseen reducida su capacidad de
adhesion a superficies, fenotipos normalmente asociados a cepas con bajos niveles de
di-GMPc. Sin embrago, estas cepas presentan baja citotoxicidad y son deficientes en el
ensamblaje de flagelo (Abel et al 2013, Solano et al 2009). Estos resultados cuestionan
fuertemente el modelo actual, y permiten sugerir que los niveles muy bajos y muy altos
de di-GMPc generarian fenotipos similares en lo que respecta a la movilidad pero
fenotipos diferenciales en cuanto a la formacion de biofilms. En este sentido seria
interesante poder llevar a cabo una regulacion mas fina de la induccién del gen PA2133
de manera de ver si se observa el aumento inicial de la movilidad predicho por la
literatura y luego una disminucion de la misma a medida que los niveles de di-GMPc
son mas bajos.

En conjunto, los resultados obtenidos podrian contribuir a un mejor conocimiento de las
vias mediadas por di-GMPc y que participan en el control de procesos esenciales para el

establecimiento de la infeccion y virulencia de este patégeno oportunista.
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