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RESUMEN

En este trabajo se describe la vinculacion entre la sintesis del antibiotico
microcina H47 (MccH47) y los sider6foros de tipo catecol. La MccH47 es un
antibidtico peptidico de sintesis ribosémica producido por la cepa natural Escherichia
coli H47. El fenémeno antibidtico estd determinado por un sistema genético
cromosémico que contiene cuatro genes de sintesis, dos genes de secrecion y un gen de
inmunidad. La MccH47 ingresa en las bacterias Gram negativas a través de la via de
captacion de los catecoles para posteriormente alcanzar su diana de accion, la ATP
sintetasa.

Se complet6 la dilucidacion de la secuencia nucleotidica del sistema MccHA47.
Su analisis indicd que este sistema estaria integrando una isla gendmica de la cepa E.
coli H47 y que ésta probablemente seria de patogenicidad.

Por analisis genéticos se determind que la via de sintesis del sider6foro
enterobactina era necesaria para la sintesis de MccH47, concretamente en la etapa de
maduracion antibidtica. Ademas, se encontré que las cepas productoras de MccH47
hiperproducian enterobactina, habiéndose identificado el gen del sistema MccH47
responsable de esta promocién. El hallazgo de los genes iroBD en el sistema MccH47
permitio relacionar el antibidtico con las salmoquelinas, sider6foros derivados de la
enterobactina por glucosilacion. Se presenta un modelo de sintesis de MccH47 que
consiste en la sintesis ribosomica del péptido precursor antibidtico y su posterior
maduracion por la adicion de una salmoquelina. La adquisicién de este grupo catecol
haria posible que el antibidtico fuese captado por la via de ingreso de los catecoles. A
este modo de sintesis y captacion antibidticas lo denominamos estrategia catecol.

Se encontré que el sistema MccH47 codificaba para un segundo antibidtico,
microcina 147, que también utiliza la estrategia catecol para su sintesis y captacion. Se
determiné que la Mccl47 se produce en condiciones de deprivacién de hierro,
sugiriendo entonces que refuerza la accion de la MccH47 en ambientes limitados en este
metal.

Por ultimo, se dilucidé que la MccH47 presenta un dominio C-terminal dedicado
a hacer posible la captacion a traves de la via de los catecoles. En este dominio se
adicionaria la molécula de tipo salmoquelina, enrolando asi al antibiotico en la

estrategia catecol.
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1. INTRODUCCION

Las bacterias producen diversas sustancias que son exportadas al medio
extracelular y que les permiten interactuar con otras bacterias que comparten su nicho
ecologico. En este trabajo nos interesan dos tipos de sustancias: unas que generan una
relaciéon antagonica y otras involucradas en fenémenos cooperativos. En cuanto a las
primeras, nos referiremos a los antibidticos, sustancias que matan o inhiben el
crecimiento de otras bacterias. En cuanto a las segundas, nos centraremos en los
siderdforos, sustancias capaces de unir hierro del medio extracelular e ingresar luego a
las bacterias para proveerles de este metal. Los estudios sobre estos dos fendmenos,
antibiotico y siderdforo, evidencian importantes paralelismos en su fisiologia, la que se
podria representar segin un esquema de circuito (Fig. 1.1). Todo fenomeno de
antibiosis implica la sintesis del antibiotico, su secrecion al medio extracelular y, una
vez alli, su accion sobre otras bacterias. Para que el antibidtico interaccione con la
célula susceptible debe primero ser captado para luego alcanzar su diana de accion y
ejercer el efecto toxico. Eventualmente, el antibiotico puede reingresar en la propia
célula productora, por lo que ésta debe poseer una inmunidad especifica que la proteja
de su accion. Por su parte, el fendmeno de utilizacion de hierro mediado por sideréforos
implica la sintesis del sider6foro, su secrecion y, una vez en el medio extracelular, su
unién a hierro y posterior captacion por la célula que lo produjo. Dentro de ésta, el
hierro es liberado para su utilizaciéon. También el complejo hierro-siderdforo puede ser
captado por otras células del ambiente que se beneficiaran del aporte del metal.

Considerando el paralelismo exhibido por ambos fenémenos, resulta probable
que puedan existir en la naturaleza sistemas hibridos para la produccion de sustancias
con caracteristicas mixtas, de antibiotico y de siderdforo. En efecto, se han descrito
algunas sustancias naturales producidas por bacterias del género Streptomyces que
combinan propiedades de antibidticos y de sideroforos. Se trata de compuestos
formados por un grupo toxico unido a un sideréforo de tipo hidroxamato que le otorga
la capacidad de ingresar a las células a través de los receptores para estos sideréforos. El
ejemplo mas estudiado es el de la albomicina (Braun, 1999). Concretamente, en el
presente trabajo se describe un nuevo ejemplo de cruzamiento entre un antibiotico, la

microcina H47 (MccH47) y un sidero6foro de tipo catecol, la enterobactina.
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Figura 1.1. Esquema de la fisiologia de los fenomenos antibiotico (A) y sideroforo (B).

1.1 Microcinas

La MccH47 pertenece a una familia de antibidticos peptidicos de sintesis
ribosdmica denominados genéricamente microcinas. Inicialmente descritas en 1976, son
antibioticos de bajo peso molecular (< 10 kDa.) producidos por cepas de enterobacterias
(Asensio et al., 1976). En general, tienen un espectro de accion reducido a especies
filogenéticamente relacionadas a la de la productora. El espectro de accion esta
determinado fundamentalmente por la capacidad del antibidtico de ser captado por las
células, dependiendo de la presencia en ellas de determinadas proteinas receptoras en
sus envolturas celulares. Aun cuando son pocas las microcinas descritas hasta el
momento, llama la atencion la amplia diversidad de dianas sobre las que ejercen su
efecto deletéreo; e.g. la microcina B17 (MccB17) actia sobre la DNA girasa inhibiendo
la replicacion del DNA, la microcina C7 (MccC7) inhibe la sintesis proteica, la colicina
V (ColV) y la microcina E492 (MccE492) actian como ionoforos, y la MccH47 actua
sobre la ATP sintetasa (Konisky, 1982; Vizén et al., 1991; Guijarro et al., 1995;
Rodriguez et al., 1999; Lagos et al., 2001).

La capacidad de una cepa bacteriana de producir microcina depende de la
presencia en ella de un conjunto de genes que garantizan el cumplimiento de las tres

funciones de todo fendémeno de antibiosis: sintesis del antibidtico, secrecion del mismo



al medio extracelular e inmunidad para la bacteria productora. Estos determinantes se
encuentran agrupados conformando un sistema genético integrado al menos por: un gen
de actividad, que codifica para el péptido antibidtico; un gen de inmunidad, cuyo
producto protege la célula productora de la accion antibidtica, y uno o dos genes de
secrecion, que codifican para un sistema dedicado de exportacion antibiotica. A este
esquema bdasico se ajustan aquellas microcinas que no presentan modificaciones
postraduccionales, de las que ColV es el ejemplo mas estudiado (Gilson et al., 1987).
Otras microcinas exhiben una mayor complejidad estructural: el gen de actividad
codifica para un péptido precursor que luego es modificado postraduccionalmente para
convertirse en la molécula madura. Los casos mas estudiados son la MccB17, que posee
anillos oxazdlicos y tiazdlicos a lo largo de su cadena polipeptidica, y la MccC7, que
presenta la adicion de un grupo formilo en su extremo N-terminal y un nucledtido en su
extremo C-terminal (Yorgey et al., 1993; Guijarro et al., 1995). Consecuentemente, los
sistemas genéticos de estas microcinas poseen genes adicionales, denominados genes de
maduracion, responsables de imprimir las modificaciones postraduccionales sobre el
péptido precursor antibidtico (Genilloud et al., 1989; Gonzalez-Pastor et al., 1995).

Los sistemas genéticos para las microcinas forman parte del “genoma flexible”
bacteriano, por lo que su presencia varia entre cepas de una misma especie. En su
mayoria se encuentran localizados en plasmidos y, de hecho, las microcinas fueron
inicialmente descritas como actividades codificadas por elementos extracromosémicos
(Kolter & Moreno, 1992). En 1990, se describi6 una nueva microcina que,
contrariamente a las anteriores, era codificada por el cromosoma bacteriano (Lavifia et

al., 1990). Se trata de la MccH47, tema central del presente trabajo.

1.1.1. Microcina H47

La microcina H47 es un antibidtico peptidico de aproximadamente 7 kDa.
producido por Escherichia coli H47, un aislamiento clinico de heces humanas. Se
produce preferentemente en medio minimo, al final de la fase logaritmica y comienzo
de la fase estacionaria de crecimiento (Lavina et al., 1990).

El sistema genético MccH47 se encuentra localizado en el cromosoma de E. coli
H47, abarcando unas 10 kb de extension (Fig. 1.2.). Por estudios de genética molecular
se ha determinado que contiene cuatro genes de sintesis antibiotica (mchA, mchB, mchC
y mchD), dos genes de secrecion (mchE y mchF) y un gen de inmunidad (mchl).

Ademas, interpuesta entre los genes de funcidon asignada antes mencionados, se



encuentra una region de ca. 3 kb donde las mutaciones no afectan significativamente los
fenotipos de produccion o inmunidad antibiotica. Esta regién se denomind

¢

provisionalmente “zona silenciosa” (Gaggero et al., 1993). Por lo tanto, el sistema
MccH47 presenta la complejidad propia de aquellos sistemas que codifican para

péptidos antibidticos modificados.

Sistema genético microcina H47

V' N
v

1 kb

H H
—_ ) —— i > >
mch A S1 X1B C D E F

< >
zona silenciosa
Sintesis Inmunidad Secrecion

Figura 1. 2. Region de DNA que contiene el sistema genético microcina H47 que ha sido clonada en
varios vectores. Se muestra la extension del sistema antibidtico y de la zona silenciosa. Los genes mch
identificados, con su direccion de transcripcion, se representan abajo. H: HindIII.

En cuanto a la produccion antibidtica, proceso que comprende sintesis y
secrecion, se ha dilucidado que la MccH47 se sintetiza como un péptido precursor que
luego sufre modificaciones postraduccionales y finalmente es secretado. El péptido
precursor antibiotico, de 75 aa., es codificado por el gen de sintesis mchB, que se
identifico asi como el gen de actividad. Se ha determinado que el péptido MchB posee
actividad toxica de la misma especificidad que la MccH47 madura; sin embargo, es
incapaz de ingresar en las células susceptibles y ejercer una accidn antibidtica. El efecto
toxico de MchB ha sido detectado por la inviabilidad de las células cuando so6lo portan
el gen de actividad, de modo que se ejerce sobre la propia célula que lo esta
produciendo. Este fenotipo se revierte especificamente cuando las células portan
también el gen de inmunidad. Para producir actividad antibidtica madura son necesarios
los restantes genes de sintesis, mchA, mchC y mchD, cuyos productos seguramente
imprimen modificaciones postraduccionales al péptido precursor, confiriéndole la
capacidad de ser captado por otras células (Rodriguez et al., 1999). La naturaleza de
tales modificaciones postraduccionales no ha sido atn dilucidada. Finalmente, el
antibidtico es exportado al medio extracelular por un sistema transportador ABC

conformado por los productos de los genes mchE y mchF del sistema MccH47 y por el



producto del gen tolC, no ligado al sistema. Durante la secrecion, la MccH47 sufre el
procesamiento de sus 15 residuos amino terminales (Rodriguez et al., 1999; Azpiroz et
al., 2001).

Una vez en el medio extracelular, el antibiotico puede interactuar con otras
células del entorno. Para alcanzar su diana de accion, éste debe primero ingresar en la
célula susceptible. Se ha dilucidado que la MccH47 es captada por células de E.coli K12
a través de la via de ingreso de los sideroforos de tipo catecol. Es asi que utiliza
cualquiera de los tres receptores que reconocen catecoles, Cir, Fiu y FepA, y luego
atraviesa la membrana externa gracias a la energia provista por el complejo TonB (Fig.
1.4.) (Hantke, 1990; Trujillo et al., 2001). Este antecedente ya apuntaba a la existencia
de una relacion entre la MccH47 y los sideroforos de tipo catecol. Finalmente, la
MccH47 alcanza su diana, la ATP sintetasa, ejerciendo una accidén bactericida

(Rodriguez et al., 1999; Trujillo et al., 2001).

1.2. Siderdéforos de tipo catecol

Entre las sustancias necesarias para el crecimiento de las bacterias se encuentra
el hierro, metal que integra numerosas proteinas involucradas en una variedad de
procesos celulares esenciales. Si bien el hierro es necesario en concentraciones
micromolares, en condiciones aerobias no se encuentra biodisponible por formar
complejos insolubles. Frente a esta dificultad, las bacterias han desarrollado distintos
mecanismos de captacion de hierro, entre los que se encuentra la produccion de
sideroforos, moléculas organicas que unen hierro con alta afinidad. Cuando las bacterias
crecen en un medio deprivado de hierro, se induce en ellas la produccion de siderdforos,
los que al llegar al medio extracelular unen el metal e ingresan nuevamente a la bacteria
como complejos hierro-sider6foro. Una vez en el medio intracelular el hierro es liberado
del complejo para su utilizacion. Nos centraremos en los sider6foros de tipo catecol,
moléculas con grupos catecolicos producidas por todas las cepas de enterobacterias
(Earhart, 1996). Dentro de este grupo se encuentra la enterobactina, segundo elemento

central de este trabajo.

1.2.1. Enterobactina

La enterobactina es el sider6foro de tipo catecol producido por todas las cepas de

E. coli y Salmonella enterica asi como por otras enterobacterias. Se trata de una



molécula ciclica formada por tres unidades de dihidroxibenzoilserina (DBS) unidas por
enlaces éster (Fig. 1.3). Es el quelante de hierro mdas potente conocido, con una
constante de formacién de enterobactina férrica de 10> M (Gehring et al., 1997).

El fendmeno enterobactina estd determinado por la presencia en el cromosoma
bacteriano de un sistema genético de ca. 20 kb de extension, denominado sistema ent
(Fig. 1.3). Estd integrado por seis genes de sintesis (entA, entB, entC, entD, entE y
entF), un gen de secrecion (entS), seis genes de captacion (fepA, fepB, fepC, fepD, fepE
y fepG) y un gen de liberacion de hierro (fes), cuyo producto es una esterasa de
enterobactina. Estos genes se encuentran agrupados en varios operones, todos ellos
regulados por la disponibilidad de hierro, integrando el regulon llamado “Fur”. Es asi
que su expresion estd sometida a la accion del represor Fur, que se une a los operadores
llamados “cajas Fur” cuando hay disponibilidad de hierro. Por el contrario, en
condiciones de deprivacion de este metal, Fur libera los operadores y los genes
incrementan su expresion (Earhart, 1996).

La enterobactina es sintetizada en forma enzimatica por una cascada de
reacciones que se conoce con el nombre de via Ent. Dentro de ésta se reconocen dos
etapas: la primera consiste en la formacion de acido dihidroxibenzoico (DHB) a partir
de acido corismico mediante la accion catalitica de los productos de los genes entC,
entB y entA, y la segunda da lugar a la enterobactina, resultante de la accién de un
complejo enzimatico formado por los productos de los genes entB, entD, entE y entF
(Fig. 1.3). En esta segunda etapa se efectua la union covalente entre L-serina y DHB
para formar dihidroxibenzoilserina (DBS). Al tiempo que es sintetizado, el DBS es
polimerizado, mediante utilizaciéon de ATP, hasta formar un trimero circular que es la
enterobactina. La polimerizacion y el ciclado de los tres monomeros de DBS son
llevados a cabo por la sintetasa de enterobactina, EntF. Para ello, EntF utiliza un
mecanismo muy particular, llamado de “tioplantilla”, que habia sido descrito para la
sintesis enzimatica de los antibidticos policetonicos (Pfeifer & Khosla, 2001; Crosa &
Walsh, 2002). Luego de ser sintetizada, la enterobactina es secretada al medio
extracelular por un proceso poco conocido, que involucra el producto del gen entS
(Furrer et al., 2002).

Una vez en el medio extracelular, los oxhidrilos de los tres grupos catecol de la
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enterobactina pueden coordinar una molécula de Fe™ y formar asi un complejo Fe -

enterobactina (Fig. 1.3). Luego, el sideroforo cargado con el metal vuelve a la célula



que lo produjo ingresando a la misma a través de una via de captacion especifica.

Primero, la enterobactina férrica es reconocida por el receptor FepA, luego atraviesa la

A
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Figura 1.3. Sistema de captacion y utilizacion de hierro mediado por enterobactina. A) Sistema ent.
Debajo se representan los genes con su extension y direccion de transcripcion. B) Representacion
esquematica de la via de sintesis del sider6foro enterobactina (via Ent), indicandose sus dos etapas (I y II).
C) Liberacion del hierro en el medio intracelular mediante hidrélisis del complejo Fe''-enterobactina.

membrana externa gracias a la energia provista por el complejo TonB, y finalmente

atraviesa la membrana interna llegando al citoplasma por un complejo de tipo ABC,

producto de los genes fep (Fig. 1.4). Para que las bacterias puedan utilizar el hierro

internalizado, éste debe ser liberado del sideroforo. La enterobactina es entonces

hidrolizada por la accion de la esterasa de enterobactina, codificada por el gen fes,



dando lugar a mondémeros, dimeros o trimeros lineales de DBS y a hierro libre. Se ha
propuesto que durante este proceso el metal sufre una reduccion, pasando de su estado
oxidado (Fe'™) a su estado reducido (Fe"), para poder ser utilizado por la bacteria (Fig.
1.3) (Earhart, 1996).

Cabe senalar que en la sintesis de enterobactina y en su hidrdlisis se generan
otros compuestos catecolicos: el precursor DHB y el producto de degradacion DBS.
Estos se han encontrado en reducidas cantidades en el medio extracelular y se ha
determinado que son capaces de quelar hierro con baja afinidad. En efecto, se ha
descrito que promueven el crecimiento de células de E. coli K12 incapaces de sintetizar
enterobactina, siendo captados por éstas a través de los receptores de membrana externa
Cir, Fiu o FepA, indistintamente (Fig. 1.4) (Hantke, 1990).

Debido a la importancia que tendra en este trabajo, nos interesa mencionar que a
partir del afio 1996 se describio la existencia de un nuevo locus regulado por hierro en el
cromosoma de Salmonella enterica. Este locus se denominé iroA y estd compuesto por
cinco genes, iIrOBCDEN. Si bien su funciéon era desconocida, dos de estos genes
apuntaban a una vinculacion con los sideroforos de tipo catecol: iroN codifica para un
receptor de catecoles e iroD presenta similitud con fes, el gen para la esterasa de

enterobactina de E. coli (Baiimler et al., 1996; Batimler et al., 1998).

Enterobactina

férrica MccH47 DHB }/ DBS

Medio
extracelular

FepA

v m. externa

FepB O Complejo periplasma
TonB
FepCDEG

Medio
intracelular

Figura 1.4. Via de captacion de MccH47 y de los sider6foros de tipo catecol entrobactina, DHB y
DBS. Se senalan los receptores de membrana externa, la via TonB y, para el caso de la enterobactina, el
complejo de tipo ABC integrado por las proteinas Fep.



2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El trabajo comenz6 cumpliendo con el objetivo de completar la dilucidacion de
la secuencia nucleotidica del sistema genético MccH47. De esta manera se pretendia
obtener una informacion descriptiva que sirviera de base para analisis ulteriores. A
partir de alli, el desarrollo del trabajo se realizd en base a una sucesion de hip6tesis y
objetivos que iban surgiendo a medida que se alcanzaban resultados.

2.1. Objetivo |

Consistié en completar la secuencia nucleotidica del sistema genético MccH47 y
de las porciones adyacentes al mismo. A través del cumplimiento de este objetivo no
solo se planted dilucidar la secuencia nucleotidica sino también identificar marcos
abiertos de lectura, deducir las secuencias aminoacidicas de los productos génicos,
localizar mutaciones, comparar las secuencias contra los bancos de datos, etc.

En esta etapa surgié un nuevo dato que vinculaba la MccH47 con los sideroforos
de tipo catecol. Concretamente, dos genes del sistema MccH47 resultaron pertenecer a
la familia de genes iroB e iroD de S. enterica. Este hallazgo, conjuntamente con el
antecedente de que la MccHA47 utiliza la misma via de captacion que los sideroforos de

tipo catecol, nos condujo a elaborar la primera hip6tesis del trabajo.

2.2. Hipdtesis | y objetivos

La hipotesis consistio en considerar la existencia de una vinculacion entre el
antibiético MccHA47 y los sideroforos de tipo catecol.

Para probarla, se plante analizar dicha relacion en dos direcciones: 1) estudiar
la produccion de enterobactina por parte de las cepas productoras de MccH47 y 2)
estudiar la produccion de MccH47 de cepas eficientes y deficientes para la sintesis de
enterobactina.

En esta etapa se determind que la MccH47 requeria de la enterobactina para su
sintesis, elaborandose un modelo de sintesis y captacion antibiética que denominamos

“estrategia catecol”.
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2.3. Hipdtesis 11 y objetivos

En esta etapa se considerd que el sistema MccH47 podria codificar para una
segunda microcina que también utilizaria la estrategia catecol. Esta hipotesis se basé en
la identificacion por secuencia nucleotidica de dos genes del sistema MccH47 con
ciertas caracteristicas semejantes a las de los genes de actividad-inmunidad para
MccH47.

Los objetivos correspondientes comprendieron la busqueda de una segunda
produccion antibidtica asi como la determinacién de las condiciones fisioldgicas y los
contextos genéticos en los que ésta tenia lugar.

El hallazgo de una segunda actividad, microcina 147 (Mccl47), que también

cumplia la estrategia catecol, nos condujo a la tercera hipdtesis.

2.4. Hipotesis 111 y objetivos

Se considerd que podia existir un dominio de captacion en las microcinas que
utilizan la estrategia catecol. Esta hipotesis se basd en una primera instancia en la
comparacion de los péptidos microcina H47 e 147, que a su vez condujo a incluir otras
microcinas en el analisis. Del hallazgo de una caracteristica estructural comdn en todos
los péptidos comparados surgié la hip6tesis planteada.

Para probarla, se disefi6 un abordaje de sintesis combinatoria para la
construccion de péptidos quiméricos con porciones de dos antibidticos, uno que seguia
la estrategia catecol y otro que no. El disefio permitiria analizar si una determinada
porcion del péptido MccH47 seria capaz de enrolar a otro antibidtico en la estrategia
catecol.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos

Los genotipos, fenotipos y procedencia de las estirpes bacterianas, plasmidos y

bacteridfagos utilizados se describen en la Tabla 3.1.

3.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: medio rico LB, medio minimo M63
adicionado de glucosa y de vitamina B1, y medio R para la propagacién de fagos
(Miller, 1992). Para detectar la produccion de sideréforos se utilizé el medio cromo
azurol S (CAS) (Schwyn & Neilands, 1987). Cuando fue necesario, se agregaron L-
aminoacidos a una concentracion final de 40 pg/ml.

Los antibioticos se anadieron a las concentraciones finales siguientes:

ampicilina (Ap) 50 pg/ml
cloranfenicol (Cm) 30 pg/ml
kanamicina (Km) 30 pg/ml
tetraciclina (Te) 15 pg/ml

Las concentraciones crecientes de hierro se obtuvieron adicionando a las placas
1.0, 2.5 y 10.0 pg/ml de FeSO4.7H,0. Por el contrario, las condiciones de deprivacion
de hierro se obtuvieron afnadiendo a las placas 10 pg/ml de 2,2 dipiridilo (DPP). Cuando
fue requerido, se suplement6 el medio con acido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) a una
concentracion final de 10 pg/ml. La mitomicina C se adiciond a una concentracion final

de Ipg/ml.

3.3. Prueba de produccién de siderdforos

Para analizar la produccion de sideroforos se realizaron picadas de las estirpes a
ensayar sobre placas de medio CAS. Este medio tiene un color verde azulado conferido
por la formacion de un complejo Fe'-cromo azurol S en presencia de un detergente.
Ante una actividad quelante fuerte, cualquiera sea su naturaleza quimica, el hierro se
une al quelante en vez de al CAS determinando que el color vire al amarillo. Por lo
tanto, la producciéon de sideréforos se detectd por la aparicion de halos amarillos
(también llamados halos CAS) alrededor de las picadas luego de 24 horas de incubacion

a 37° C. La prueba de actividad quelante de hierro de MccH47 se ensay6 sembrando en
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placa CAS una alicuota de un extracto intracelular con actividad MccH47 e incubando

24 horas a 37° C.

Tabla 3.1. Estirpes bacterianas, plasmidos y bacteriofagos

Bacterias, Plasmidos,

Bacteriofagos

Genotipo/Fenotipo

Origen/referencia

E. coli H47
E. coli K12
MC4100
RYC1000
FGB099
FGB11
FGBI1876

FGB1728
FGB1594
FGB102
FGB103
UT400

Plasmidos
pBR322
pACYC184
pUCI13

pUCYC5

pEX4

pEX4::Tn5 38
pEX4::Tn5 35
pEX4::Tn5 B41
pEX4::Tn5 B54
pEX100
pEX100::Tnlac 7.2
pEX100::Tnlac 5.4
pEX100::Tn5 76
pEX100::Tnlac 7.7
pEX100::Tnlac 7.3
pEX100::Tnlac 3.5
pEX100::Tnlac 7.1
pENTI

pMVDI10
pMVD41
pMVDS4
pMVDS3

pUY270
ApUY270

pUYcvi

pUYSI1

pUY69

pUY44

pUY46

pUY47

pFC103-11
pFC103-19
pFC90-11
pFC90-19
Bacteriofagos
Mucts Ap®
Mud5005

P1

Productora de MccH47

araD lacU169 relA rpsL thiA (Sm®)

MC4100 rbs7 gyrA recA (Sm", Nal®)
MC4100 atpB::Tn5 99 (Km®)

MC4100 tonB::Tn5 (Km®)

MC4100 rpsL* cir fepA::Tn10 fiu::Mud1X
(Tc*, Ap®)

MC4100 rpsL™ cir fiu::Mud1X (Ap®)
MC4100 rpsL* fiu::Mud1X (Ap®)

MC4100 fepA::Tn10 (Sm®, Tc®)

MC4100 A(ompT-fepC)267 crcA::Tnl0 (Sm®, Tck)
araC entA403 lacY leuB mtl A(ompT-fepC)267
proC rfbD rpsL secA thi trpE tsx xylA (Sm®)

replicon pMBI(TcR, Ap®)

replicon p15A (Tck, Cm®)

bla lacZ” replicon pMB1(Ap®)

bla lacZ” replicon p15A (Cm®)

pUCI3 con el sistema MccH47 (Ap®)
pEX4 mchS2::Tn5 (Ap®, Km®)

pEX4 mchS4::Tn5 (Ap®, Km®)

pEX4 mchF::Tn5 (Ap®, Km®)

pEX4 mchF::Tn5 (Ap®, Km®)
PACYC184 con el sistema MccH47 (Cm®)
pEX100 mchAy,-lacZ (Cm®, Km®)
pEX100 mchS1g7,-lacZ (Cm®, Km®)
pEX100 mchB::Tn5 (Cm®, Km®)
pEX100 mchCeg-lacZ (Cm®, Km®)
pEX100 mchCyzg-lacZ (Cm®, Km®)
pEX100 mchDyg-lacZ (Cm®, Km®)
pEX100 mchE::Tnlac (Cm®, Km®)
Mud5005 con el sistema ent (Km®)
pACYC184 con mchB (Cm®)
pPACYC184 con mchEF (Cm®)
pACYC184 con mchS4 (Cm®)
pACYC184 con mchS3 (Cm®)

pUC13 con el sistema ColV (Ap®)
derivado de pUY270 con cviy cvaC
pUC13 con cvi (ApY)

pUC13 con mchS1 (ApY)

pUCI13 con mehl (Ap®)

pUC13 con fes (Ap®)

pUC13 con entD, fepA y fes (Ap®)
pUC13 con entD, fepA, fes y entF (Ap®)
pBR322 con cviy cvaCygs-mchBy; (Ap®)
pBR322 con cvi y cvaCygs-mchBig (Ap")
pBR322 con cvi y cvaCgp-mchBy; (ApY)
pBR322 con cvi y cvaCgp-mchBig (ApY)

Mucts con el gen bla del Tn3 (Ap®)
plasmido mini-Mu con el replicon pMB1(Km®)
vir

Lavina et al., 1990

Coleccion del laboratorio
Coleccion del laboratorio
Rodriguez & Lavifia, 2003
Truyjillo et al., 2001

M. Lavifia

M. Lavifia

M. Lavifia

Azpiroz & Lavifia, 2004
Azpiroz & Lavifia, 2004
Genetic Stock Center

Miller, 1992

Miller, 1992

Miller, 1992

M. Lavifia

Lavina et al., 1990
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Gaggero et al., 1993
Este trabajo

Este trabajo

Rodriguez et al., 1999
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Azpiroz et al., 2001
Azpiroz & Lavifia, 2004
Rodriguez et al., 1999
Este trabajo

Azpiroz & Laviiia, 2004
Este trabajo

Azpiroz et al., 2001
Este trabajo

M. E. Poey Larrea
Azpiroz & Lavifia, 2004
Rodriguez & Lavina, 1998
Azpiroz & Laviiia, 2004
Azpiroz & Lavifia, 2004
Azpiroz & Laviiia, 2004
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Lavina et al., 1990
Lavifa et al., 1990
Miller, 1992
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3.4. Prueba de produccién antibiotica

La prueba de produccion antibiodtica consistio en realizar picadas de las estirpes
a ensayar sobre una placa de medio M63 glucosa sembrada con un tapiz de bacterias
sensibles al antibidtico. Luego de 24 horas de incubaciéon a 37° C, aquellas estirpes
productoras de antibidtico generan halos de inhibiciéon del crecimiento del tapiz
alrededor de la picada (halos de antibiosis) (Gaggero et al., 1993). Para la Mccl47 las
placas se incubaron 72 horas. Como estirpe indicadora de uso general, sensible a todos
los antibidticos analizados, se emple6 RYC1000(pUCI13). Para corroborar la
especificidad de las actividades antibidticas, se utilizaron cepas indicadoras portadoras
de plasmidos recombinantes con los genes de inmunidad a cada antibidtico: pUY69,
inmunidad a MccH47; pMVDS3, inmunidad a Mccl47, y pUYcvi, inmunidad a ColV.
Cuando se analizaron cepas productoras de dos antibidticos, uno de ellos MccH47, se
utilizo la estirpe resistente a MccH47 FGB099 para observar solo la otra produccion
antibiotica.

Para analizar los requerimientos de maduracion y secrecion de las actividades
antibioticas, se utilizaron estirpes portadoras de mutaciones en los genes del sistema
MccH47: mchA, RYC1000(pEX100::Tnlac2); mchS1, RYC1000(pEX100::Tnlacs 4);
mchB, RYCI1000(pEX100::Tn575); mchC, RYCI1000(pEX100::Tnlac;7); mchD,
RYC1000(pEX100::Tnlacss), y mchE, RYC1000(pEX100::Tnlac; ;). Para analizar la
via de captacion antibidtica, se utilizd una coleccion de cepas mutantes para la via de
ingreso de los catecoles, todas derivadas de MC4100: FGB1728 (cir, fiu), FGB159%4
(fiu), FGB102 (fepA), FGB1876 (cir, fiu, fepA) y FGB11 (tonB).

Para la deteccion de actividad antibidtica intracelular, se lisaron las estirpes
siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Gaggero et al., 1993). Esencialmente,
esta prueba se utilizd para determinar si un defecto de produccion antibidtica
correspondia a un defecto de secrecion. Como control, se empled el mutante de
secrecion RYCI1000(pEX100::Tn5gs4), que porta una insercion del transposon Tn5 en
mchF. La actividad antibidtica de los extractos se evalud por el sistema de gota sobre
tapiz de células sensibles en placas de medio minimo. Luego de 24 horas de incubacién
a 37° C, aquellos extractos con actividad antibidtica generan inhibicion del crecimiento.
En el caso de la prueba para determinar si la MccH47 poseia actividad quelante de
hierro, se utilizd agua en vez de buffer en la extraccion, evitando asi la interferencia de

actividades quelantes inespecificas.
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3.5. Construccidn de estirpes de E. coli K12

Se construyeron dos estirpes por transduccion con el fago P1 siguiendo el
protocolo descrito en Miller, 1992.

FGB102: transductante fepA::Tn10 de MC4100 por infeccion con un lisado P1
propagado en H1876 (Hantke, 1990). Los clones transductantes se seleccionaron en
medio LB Tc ya que el transposén Tnl0 contiene el gen de resistencia al antibidtico
tetraciclina. Se corrobor¢ el fenotipo FepA en un ensayo CAS, donde la estirpe obtenida
origin6 grandes halos amarillos, caracteristicos de un mutante fepA.

FGB103: transductante Tc® ent” de MC4100, construido en dos transducciones
P1 sucesivas por las que se introdujo la delecion A(ompT-fepC)267 de UT400 en
MC4100. En la primera transduccion, se introdujo en UT400 un Tn10 vecino al sistema
ent (minuto 14.7) procedente de CAG12077 (“Genetic Stock Center”). De esta forma,
se dispuso de un marcador directamente seleccionable para introducir la delecion
A(ompT-fepC)267 en MC4100 por co-transduccion. Es asi que en la segunda
transduccion se propagé P1 en UT400-Tnl0 y se infectd6 MC4100 con el lisado,
seleccionando los transductantes Tc®. Se detectaron aquellos que eran ent”en placa CAS
-no produjeron halos amarillos- y la estructura genética buscada se identificd por

complementacion para la produccion de enterobactina al introducir el plasmido pUY47.

3.6. Construccién de plasmidos recombinantes

A continuacion se describen los plasmidos construidos en este trabajo.
pMVDSA4. Porta el gen mchS4. Se obtuvo subclonando a partir de pEX100 el fragmento
Clal-Clal de 659 pb del sistema MccH47 en pACYC184.
pUYSI. Porta el gen mchS1. Se construyo subclonando a partir de pEX100 el fragmento
PstI-BglII de 1.905 pb del sistema MccH47 en pUC13.
pMVDS3. Porta el gen mchS3. Se obtuvo subclonando a partir de pEX4::Tn535 el
fragmento SphlI-Sphl de 4.592 pb, compuesto por secuencias del sistema MccH47 (852
pb) y del transposon TnS, en pACYC184.
pMVD41. Porta los genes mchE y mchF. Se obtuvo subclonando a partir de
pEX4::Tn5g4; el fragmento HindIII-HindIII de 9.000 pb, compuesto por secuencias del
sistema MccH47 (7.800 pb) y del transposon Tn5, en pACYC184.
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ApUY270. Porta los genes cvi y cvaC. Se obtuvo a partir de pUY270 mediante la
delecion del segmento EcoRV de ca. 4.050 pb del sistema genético ColV que contiene
los genes cvaA y cvaB.

pENTI. Porta el sistema genético ent entero clonado in vivo a partir del cromosoma de
la cepa Ent” MC4100. Primero, se realizo una propagacion litica del fago Mud5005 en
MC4100 Muctsapr como se describid previamente (Groisman & Casadaban, 1986,
Lavifia et al., 1990). El lisado transductor obtenido se utiliz6 para infectar la estirpe ent’
UTA400, previamente lisogenizada con el fago MucCtss,r para impedir la induccion
cigdtica del fago infectante. Los clones transductantes se seleccionaron en placas de LB
Km DPP incubadas a 30° C durante 48 horas. Este medio definia condiciones de
deprivacion de hierro, determinando que solo crecieran aquellos clones que se hubieran
vuelto Ent’, i.e. que portaran el sistema genético ent clonado. Se obtuvo entonces un
clon transductante que albergaba un plasmido con un inserto de ca. 27 kb donde estaba
contenido todo el sistema ent, el que se denomind pENTI.

pUY47. Porta los genes entD, fepA, fes y entF. Se construy6é subclonando a partir de
pENTI el fragmento HindIII-HindIII de 10.817 pb del sistema ent en pBR322.

pUY46. Porta los genes entD, fepA y fes. Se construy6 subclonando a partir de pENT1
el segmento BamHI-BamHI de 6.265 pb del sistema ent en pBR322.

pUY44. Porta el gen fes. Se obtuvo subclonando a partir de pENT1 el fragmento EcoRI-
EcoRI de 2.991 pb del sistema ent en pUC13.

Plasmidos portadores de las fusiones génicas cvaC-mchB. Primero se clonaron los

fragmentos de amplificacion codificantes para las porciones basicas ColV y terminales
MccH47 en los vectores pUCYCS5 y pUCI3, respectivamente. Posteriormente, estas
construcciones plasmidicas se digirieron con las enzimas Mfel y Pstl y los fragmentos
de digestion se ligaron en las combinaciones adecuadas para obtener las cuatro fusiones
génicas. En este punto se corroboré la secuencia nucleotidica de las mismas. El cambio
de vector de cada fusion se realizo digiriendo el pldsmido que las contenia y el vector
pBR322 con las enzimas de restriccion HindIIl y Aval. De esta forma, se obtuvieron los
plasmidos recombinantes portadores de las fusiones génicas consignadas entre
paréntesis: pFC103-11 (cvaCip3-mchBy;), pFC103-19 (cvaCig3-mchBig), pFC90-11
(cvaCyp-mchBy;) y pFC90-19 (cvaCyp-mchBiy).
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3.7. Manipulacidén y secuenciacion del DNA

Los vectores plasmidicos, las técnicas de purificacion del DNA, la
transformacion de células competentes de E. coli K12, las digestiones con enzimas de
restriccion, las amplificaciones de DNA por la técnica de PCR y otras manipulaciones
de rutina del DNA se describen en Sambrook et al.,, 1989. Se utilizd el vector
plasmidico pUCYCS5, construido previamente en el laboratorio, que tiene una extension
de 2.906 pb. Estd compuesto por una porcion del vector pACYC184 (replicon pl15A y
gen de resistencia a cloranfenicol) y por una porcion del vector pUC13 (“cassette” con
el sitio de policlonado y la porcion del operon lac que permite la deteccion de los clones
recombinantes por complementacion en o para la B-galactosidasa). La secuenciacion
nucleotidica del sistema MccH47 fue realizada en el Centro de Secuenciacion de la
Universidad de Florida, USA. La localizacién de algunas mutaciones y la corroboracion
de las fusiones génicas se llevo a cabo en el Centro Técnico de Analisis Genéticos
(Facultad de Ciencias, Montevideo, Uruguay). Los oligonucleotidos de sintesis

utilizados en las reacciones de amplificacion por PCR se describen en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Oligonucleétidos de sintesis utilizados en las reacciones de amplificacion

Nombre | Secuencia Extension
PViz 5" CCTCCTACCCTTCACTC 3’ 17 mer
PVig 5" CAATTGCTAAACAAACATCACTAA 37 | 24 mer
PVy 5" CAATTGCCAATCTTCCCGCAGCAT 3’ | 24 mer
PHder 5' TAAATCATATCTTCATCAGT 3' 20 mer
PH;; 5' CAATTGGTAGTGCCAGTTCTT 3 21 mer
PHo 5' CAATTGGCTCGACCGTG 3' 17 mer

Para el analisis de las secuencias nucleotidicas y aminoacidicas se utilizaron los
siguientes programas computacionales: BLASTN (Altschul et al., 1997), Lalign (Huang
& Miller, 1991), BLASTP 2.2.5 (Altschul et al., 1997) y Multalin (Combet et al., 2000).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis de la secuencia nucleotidica del sistema genético MccH47

Previamente se habian secuenciado dos fragmentos del sistema antibiotico, uno
que contenia los genes mchX, mchl y mchB, y otro los genes mchE y mchF (Rodriguez
& Lavifia, 1998; Rodriguez et al., 1999; Azpiroz et al., 2001). Se complet6 ahora la
secuencia nucleotidica del sistema y se secuenciaron también sus regiones flanqueantes.
En su totalidad, el segmento secuenciado tiene una extension de 16.823 pb con un
contenido G+C de 39,9% (Fig. 4.1). Se procedio a analizar esta informacion.

En primer lugar, se encontré una estructura llamativa consistente en un extenso
repetido directo, de 148 pb, en las regiones flanqueantes al sistema MccH47 (Fig. 4.1).
Se trata de un repetido imperfecto con una conservacion de secuencia de 75,2% de
acuerdo al programa Lalign. Se ha descrito que la mayoria de las islas gendmicas
presentan en sus extremos secuencias repetidas directas, producto de su integracion en
el cromosoma bacteriano (Hacker & Kaper, 2000). Por lo tanto, el repetido directo
encontrado podria estar indicando los limites del sistema genético MccH47, que tendria
entonces una extension de 12.926 pb (Fig. 4.1).

La secuencia nucleotidica obtenida se analizd6 buscando homologias en los
bancos de datos, para lo que se utiliz6 el programa BLASTN. Se encontraron altos
niveles de similitud con secuencias gendmicas de cepas de enterobacterias. En el caso
del segmento que abarca el sistema genético MccH47, los mayores porcentajes de
identidad se exhibieron con cepas portadoras de determinantes para las microcinas H47,
M y E492: E. coli CA46 (AC: EC0O515251), CA58 (AC: EC0O515252), Nissle 1917
(AC: AJ586887) y CFT073 (AC: AE016758), y K. pneumoniae RYC492 (AC:
AF063590) (Fig. 4.2). En cuanto a las regiones flanqueantes al sistema MccH47, se
obtuvieron altos niveles de identidad con islas de patogenicidad de E. coli
enterohemorragica O157:H7 (AC: AE005174), de E. coli uropatogenas 536 (AC:
X16664, AJ494981), CFT073 y CL3 (AC: AY275838), y de E. coli septicémica 4787
(AC: AY560914) (Fig. 4.2). Notese que las secuencias del sistema MccH47 y las
externas al mismo presentaron distintos perfiles de similitud, correspondientes a
genomas de cepas diferentes 0 a segmentos diferentes de una misma cepa, i.e. no hubo
continuidad significativa de similitud con las secuencias internas y externas al sistema

antibiotico.



HindIl1
aagcttaaggcctgagcctccgcetcctggaaacactccgtcggtaaaaacttaccgcattgattaatgatgtgaa
ttcgaattccggactcggaggcgaggacctttgtgaggcageccatttttgaatggcgtaactaattactacactt

ctgaagtcaacggagatcattcatcctgaacctgaatccggtgttctgtcecttatcttccegttctgcttcagt
gacttcagttgcctctagtaagtaggacttggacttaggccacaagacagggaatagaagggcaagacgaagtca

tcttcacttattccatcaatctcatccgcaagccataacacgtcagctcattcacgggcaggacgecattgtggge
agaagtgaataaggtagttagagtaggcgttcggtattgtgcagtcgagtaagtgcccgtectgegtaacacceg

tgcgcataacggaacatatcttatgaatgctattccttatttcgactatagcctggcacccttctggccatctta
acgcgtattgccttgtatagaatacttacgataaggaataaagctgatatcggaccgtgggaagaccggtagaat
BamH1
tcagaacaaagtcatcggcgtccttgagcgtgcgctgecgtgagcagtccggetcacggatacggeggatectget
agtcttgtttcagtagccgcaggaactcgcacgcgacgcactcgtcaggccgagtgectatgeccgcctaggacga

tcgtctgccgtgggaacatgacaacgccttcaacagcagacagacctggtttggtatggattttatcgaaaccgt
agcagacggcacccttgtactgttgcggaagttgtcgtctgtctggaccaaaccatacctaaaatagctttggea

cagtgcgctgatgaatgcgaaacccggacgcgacctttgctggctectgaccegtcatccggaaaagccggaata
gtcacgcgactacttacgctttgggcctgecgectggaaacgaccgaggactgggcagtaggectttteggecttat

ccacgtggtgctgtgcgtcagacaggagtatttcgacggccccgaactggaccggctgattctggatgectggag
ggtgcaccacgacacgcagtctgtcctcataaagctgccggggcttgacctggeccgactaagacctacggaccte

caacgtactgggcttcgcgtcaccgggggaagcggcaccgtaccagaaacagataa atgtggtgctgga
gttgcatgacccgaagcgcagtggcccecttcgecgtggcatggtetttgtctatt tacaccacgacct

cagtcgttcaccggactgcgaagacatcctcaaagatttgatctgggcgttcagtgatttcgeccgegatcgtceg
gtcagcaagtggcctgacgcttctgtaggagtttctaaactagacccgcaagtcactaaagcgggcgctagcagce
Pstl
tggtgtgtgcgatccggaagcccgttgectcgecggtaatcccggectatecccggatctgcaggaccgttctgaga
accacacacgctaggccttcgggcaacggagcggccattagggccgatagggcctagacgtcctggcaagactct

atacggctcagcacctttccccgeattcgcacaaccttcataaatctcacagaggatattctgaccatgttgacc
tatgccgagtcgtggaaaggggcgtaagecgtgttggaagtatttagagtgtctectataagactggtacaactgg

tcaatgacaggccacgactgcgtgttgctgcgtgccgacgatccectgatcgacatgaactacatcaccagtttce
agttactgtccggtgctgacgcacaacgacgcacggctgctaggggactagctgtacttgatgtagtggtcaaag

accggtatgacagataaatggttttacaagctgatcagtgaaggccatttcccgaaacccatcaagctgggecge
tggccatactgtctatttaccaaaatgttcgactagtcacttccggtaaagggetttgggtagttcgacceggeg

agcagccgctggtacaaaagtgaagtggagcagtggatgcagcagcgaattgaggaatcacgaggagcagcagea
tcgtcggegaccatgttttcacttcacctecgtcacctacgtecgtcgettaacteccttagtgetectegtegtegt

tgaaacgtgttgtgatgccggtacgctggcaatgtgcaaaatgccggegctggtattgcggaaatcageecctgte
actttgcacaacactacggccatgcgaccgttacacgttttacggccgcgaccataacgcctttagtcgggacag

cctggtgctggcgacattaccgttcattttcctgectgaccctcteccggtcageccagcaggttgtagetetttect
ggaccacgaccgctgtaatggcaagtaaaaggacgactgggagaggccagtcggtcgtccaacatcgagaaagga

gactgattcgtcattccattcacattgtttataactggcattacaccggtgttgatgcgcaccttcccgtgtgte
ctgactaagcagtaaggtaagtgtaacaaatattgaccgtaatgtggccacaactacgcgtggaagggcacacag

tgcaccggcttaacaaaattcaacagagtctgaaggagtcgtattctgtgcaaataaccgaagcgttacttttag
acgtggccgaattgttttaagttgtctcagacttcctcagcataagacacgtttattggcttcgcaatgaaaatc

tgacggggttatccaatacttttctagtcagtgtttagtatttatgcaagcgatgtaagtagtaaccgcttagac
actgccccaataggttatgaaaagatcagtcacaaatcataaatacgttcgctacattcatcattggcgaatctg

tattgacattcatgatgcctgttaattcaaatttcaggtatgatctgtcatttattggtgtgatactgattccgg
ataactgtaagtactacggacaattaagtttaaagtccatactagacagtaaataaccacactatgactaaggcc

taggttggcataactgtcctgtaactcattgttcaaaaaagaaagctcctacaaactgtatcctgtatctctacc
atccaaccgtattgacaggacattgagtaacaagttttttctttcgaggatgtttgacataggacatagagatgg

agaagataagatacttggttatttttgtgcataagctcacataaaaataatattaattatgttttcttagcgata

tcttctattctatg aaccaataaaaacacgtattcgagtgtatttttattataattaatacaaaag aatcgctat
Tnlac 7.2

mhA M R K R I L F 1 G P P L Y

gaaaaataaacaggtaagcagaagacggacttttttaatgcgaaaacgtattctttttattggcccaccgcigta

ctttttatttgtccattcgtcttctgcctgaaaaaattacgcttttgcataagaaaaataaccgggtggcgacat

G L LY PL1 SLAQAFRVYV I GHUDWVV I S S A
cggtttgttatacccattgatttctctggctcaggcctttcgtgtaatcggacatgatgtagtaattagtagtge
gccaaacaatatgggtaactaaagagaccgagtccggaaagcacattagcctgtactacatcattaatcatcacg

1-75 pb

76-150 pb

151-225

226-300

301-375

376-450

451-525

526-600

601-675

676-750

751-825

826-900

901-975

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

976-1050 pb

1051-1125 pb

1126-1200

1201-1275

1276-1350

1351-1425

1426-1500

1501-1575

1576-1650

1651-1725

1726-1800

1801-1875

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb



Nrul
G K F ANKAAEAGLVV FDAVUZPGLTUDSEA
tggcaaattcgcgaataaagcagcagaagctggactggttgtttttgatgcagttccaggtttagattcagaggce
accgtttaagcgcttatttcgtcgtcttcgacctgaccaacaaaaactacgtcaaggtccaaatctaagtctccg

G YRHOQEETLWRIKIKSNI 1T GHF S F F S DEWM
tggatatcgccatcaggaagagttgaggaaaaaaagtaatattattggtcatttctctttttttagcgatgaaat
acctatagcggtagtccttctcaactcctttttttcattataataaccagtaaagagaaaaaaatcgctacttta

Clal

A DNWLI DFAGIKWRW®PDULII VY P PLGUPAG
ggcagataacctcatcgattttgcaggaaaatggaggccagatttaatagtctatcccccgettggtccggcagg
ccgtctattggagtagctaaaacgtccttttacctccggtctaaattatcagatagggggcgaaccaggccgtcc

EcoRl1

P LV AAIKYIRI1 PSVMULAVGFAMHTS AU HI
cccattggttgctgctaaatatagaattccttcagtgatgctggctgttggattcgcgcatacatctgcccatat
gggtaaccaacgacgatttatatcttaaggaagtcactacgaccgacaacctaagcgcgtatgtagacgggtata

Q ML NRSLSNAYIRIRHGV S GPLCUDILAW
tcagatgttaaaccgttctttaagcaatgcttacaggcggcatggagtcagcggtccactatgtgatttagcatg
agtctacaatttggcaagaaattcgttacgaatgtccgccgtacctcagtcgccaggtgatacactaaatcgtac

Il b Vv APPSMS 1T LKNAEEWPV I SMURY I P
gattgatgttgctcccccaagtatgagcattcttaaaaatgctgaagaaccggttatctcaatgagatatattcc
ctaactacaacgagggggttcatactcgtaagaatttttacgacttcttggccaatagagttactctatataagg

Y NG G AV KETWMWD RDSDIRIKIRTLILTI S L G
ttataacggaggtgctgtaaaggaaacatggtgggacagggattctgatcgaaaacgtttactcatcagccttgg
aatattgcctccacgacatttcctttgtaccaccctgtccctaagactagecttttgcaaatgagtagtcggaacce

T VvV KPMVDGLELTI1I SWV MDSANTEV D ATD
cactgtaaaaccaatggttgatggtctggagctgatttcatgggttatggattctgcaaatgaagttgatgctga
gtgacattttggttaccaactaccagacctcgactaaagtacccaatacctaagacgtttacttcaactacgact

I 1 L QL AI NARTSGLWRIKILWPSNVIRILVDW
tatcattttgcaacttgcaataaatgctcgtactggattacgaaaactaccatcaaatgtacgtctggttgactg
atagtaaaacgttgaacgttatttacgagcatgacctaatgcttttgatggtagtttacatgcagaccaactgac

Il PM GV FLNGADGU F1T HHGGAGNTTLTA
gatacctatgggtgtattccttaatggagctgatggatttattcatcatggtggcgcaggtaataccctgacage
ctatggatacccacataaggaattacctcgactacctaaataagtagtaccaccgcgtccattatgggactgtcg

Ly s GcG1 P Q11 VF GE GADWRSVNAETILI VAWM
gttgtatagtgggataccacagattgtgtttggcgaaggtgcagatcgctctgttaatgcagaaattgttgcgat
caacatatcaccctatggtgtctaacacaaaccgcttccacgtctagcgagacaattacgtctttaacaacgcta

R 6 C 61 1 PDKWHGLTSDULVNIRILILY DD S
gcgtgggtgtgggattattccggacaagcatggactgaccagtgatttggtaaatcgectgctttatgatgatte

cgcacccacaccctaataaggcctgttcgtacctgactggtcactaaaccatttagcggacgaaatactactaag
Pstl
L R F CSDIOQVAAEMAEZ QZPSUZPATETI AEVL

actacgcttctgttcagatcaggtagccgctgaaatggctgaacaacccagtcctgcagagatcgcagaggtttt
tgatgcgaagacaagtctagtccatcggcgactttaccgacttgttgggtcaggacgtctctagegtctccaaaa

M R K L K N N G K *
gatgagaaaattaaaaaacaacgggaaataattgtatagtattgctgatattatcgacgaaaaatgtcatgagta
ctactcttttaattttttgttgccctttattaacatatcataacgactataatagctgctttttacagtactcat

atagaatgtccttcacttatatgatgaaggacataactaaataaatgagtatgtctcccgttataatgttgcaga
tatcttacaggaagtgaatatactacttcctgtattgatttatttactcatacagagggcaatattacaacgtct

aagcgttatcggtacgatgagataatcgcttacacaaagttattatctgatatcttcctgcaattataatttgct
ttcgcaatagccatgctactctattagcgaatgtgtttcaataatagactatagaaggacgttaatattaaacga
V F NN D S I KR CNY N A

aatgcatcaataattgctccgcgccaccaggcataatcatgaccaccggcatagacagtgaggttactttccaaa

ttacgtagttattaacgaggcgcggtggtccgtattagtactggtggccgtatctgtcactccaatgaaaggttt
L AD1I1 1 A GRWWAYDU HG GG GAYV TLNSE'L
Tnlac 5.4 .

cctgctgcgattaacgactgatgcaaccgctgadcatgtgagacggttgtaccttctaaagaaccgactccaagt
ggacgacgctaattgctgactacgttggcgacttgtacactctgccaacatggaagatttcttggctgaggttca
AAA Il L S QHLWRIOQVHSV TTG GEIL S GV G L

tggatatttacatctttcggaggcgctgaaagtatctgctcacttacccaggagatatcattctcagtaaacaaa
acctataaatgtagaaagcctccgcgactttcatagacgagtgaatgggtcctctatagtaagagtcatttgttt
Q I NV DK®PWPASLI QE SV WS I DNZETFL

1876-1950

1951-2025

2026-2100

2101-2175

2176-2250

2251-2325

2326-2400

2401-2475

2476-2550

2551-2625

2626-2700

2701-2775

2776-2850

2851-2925

2926-3000

3001-3075

3076-3150

3151-3225

3226-3300

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb
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atcgggctgccctggtcagggttccaccacattgaaggtgagtggctaatgattgtaccaaatgtt gca
tagcccgacgggaccagtcccaaggtggtgtaacttccactcaccgattactaacatggtttacaa cgt
Il PSS G QDPNWWMSPSHS1T I TGFTT S A

tatatagctgccatcagtgctgtcactccaccgaggctctgaccggccagtatagtattagaacgaccagcccat
atatatcgacggtagtcacgacagtgaggtggctccgagactggccggtcatatcataatcttgctggtcgggta
Y I AA ML ATV L Q GA L I T NS R G A W

acgatattcgggtagtctctgtataactggggtatcagattttccgctatatcaaagataagttctttattgect
tgctataagcccatcagagacatattgaccccatagtctaaaaggcgatatagtttctattcaagaaataacgga
v 1 NP Y DRY L QP 1T L NEAI DJ FI1 L E KNG

cccagtatattcatacgatcagattcattaatattgtctatccccataattgccattggcgcaatatgaccagtg
gggtcatataagtatgctagtctaagtaattataacagataggggtattaacggtaaccgcgttatactggtcac
G LI NMRDSENINDIGMI AMPAILIHGT

gtaatggccatatctaatg taatatccatccggtcaaaccatatttcagcatcaggtaacacaagtaat
cattaccggtatagattac attataggtaggccagtttggtataaagtcgtagtccattgtgttcatta
T 1 AMDULART 1 DM D F Il EADUP LV L L

ccaagaggtactgatgttggattctggggaaaatataaacgaatccggcgttgatatcctgcaacaaaggaatgt
ggttctccatgactacaacctaagaccccttttatatttgcttaggccgcaactataggacgttgtttccttaca
G L PV STPNAOOQWPFYULIRIRIRIQY G AV F S H

aatgttgaaagaatacctgtacatttatgggaagtatcatcccattccttttgttcaggagccatatcaagagaa
ttacaactttcttatggacatgtaaatacccttcatagtagggtaaggaaaacaagtcctcggtatagttctett
L T sS4L 1 6GTCIKWH S TDDWEIKQEPAMUDTL S

aggactgattctccgaatcctcgtatatttatttctgctgttttgttaaatggatcagatttaccgggtaatgga
tcctgactaagaggcttaggagcatataaataaagacgacaaaacaatttacctagtctaaatggcccattacct
L v S EGFGRI1TNIEATI KNIFU®PUDSIKGUPLP

gagaagcgacttcctagttgaaatatgtctttttgtgtcatatctgtgggaatttctataaatgagtatgagecc
ctcttcgctgaaggatcaactttatacagaaaaacacagtatagacacccttaaagatatttactcatactcggg
S FRSGLQF 1 DKQTMDTW®PI E I F S Y S G

cgatatgaagctggtaacaccagtgtcagcatccagatatctgtcgaagggatatgagtcattagteccttttttg
gctatacttcgaccattgtggtcacagtcgtaggtctatagacagcttccctatactcagtaatcaggaaaaaac
R Y SAPLVLTULMWI DTS SU®PI1T HTWMML G KK

acatcttttttatctgtaacacgattcaggcgaagatatacgccttgcactgctttctctgagcgccacagaaat
tgtagaaaaaatagacattgtgctaagtccgcttctatatgcggaacgtgacgaaagagactcgcggtgtcttta
v D K K D TVRNULRIL Y V Q V A K E S R L F

gtaacctcccgattttctgtagtggtgctttttgtgatcaccggaagagttgctgactcaagatagtgccagaaa
cattggagggctaaaagacatcaccacgaaaaacactagtggccttctcaacgactgagttctatcacggtcttt
T VERNETTTS K T 1T V P L TASIETLYHWF

ttagcaatatctgttgttcttattgtgacaggatgtgtcattttttttaactgtacacaaatatcttcgggagtc
aatcgttatagacaacaagaataacactgtcctacacagtaaaaaaaattgacatgtgtttatagaagccctcag
NA 1 DTTWRI1I TV PHTMI K KILQV C1T DEPT

tggaaaagatagtttttcataggtatcatcttaaattaatccaagtgtaagaataatacatcaaatgacgttcat
accttttctatcaaaaagtatccatagtagaatttaattaggttcacattcttattatgtagtttactgcaagta
Q F L Y N K M mchsSi

tcaaggggtgatgagtgactttccggaattaaatctgttgtattgatgataaatataaaacaggtttaataaaat
agttccccactactcactgaaaggccttaatttagacaacataactactatttatattttgtccaaattatttta

ttttgctttatactgtagatttcacgtatgtaagtaatatatgaaaaggctctcgttaagatgtctggtacaaaa
aaaacgaaatatgacatctaaagtgcatacattcattatatacttttccgagagcaattctacagaccatgtttt

tgtcagatcatatgcctttgtaaagagacgacagaagtagagtcttacaggcacatcataaataccctccggcat
acagtctagtatacggaaacatttctctgctgtcttcatctcagaatgtccgtgtagtatttatgggaggccgta

agccggatggtatttatttaactgccgetgtttgcactggatgtggaactactcatactataagaaggtccactt
tcggcctaccataaataaattgacggcgacaaacgtgacctacaccttgatgagtatgatattcttccaggtgaa
*S G S NA S STSSSMSY S P G S
Tn5 38 Sphi
ccccccggatacatgatgatggatggagtatccggagcccagecatgctccattagcatcaatatatgtteccata
ggggggcctatgtactactacctacctcataggcctcgggtcgtacgaggtaatcgtagttatatacaagggtat
P Y ™M 1 1 S P T D P A A N A D1 Y T G M

3301-3375

3376-3450

3451-3525

3526-3600

3601-3675

3676-3750

3751-3825

3826-3900

3901-3975

3976-4050

4051-4125

4126-4200

4201-4275

4276-4350

4351-4425

4426-4500

4501-4575

4576-4650

4651-4725

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb

pb
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pb
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Bglll
tcttttccacgtagatctattacattagtagaagcaggtaatccattaagattcatccctecctttcacggaatca
agaaaaggtgcatctagataatgtaatcatcttcgtccattaggtaattctaagtagggaggaaagtgccttagt
DK GRLDI1 VNTSAPLG GNLNMMGTG GI KV S D

agcatgttatctgatatttctctcattttaaaaacctcctgctcatttatgttcagatattaatttggtgttgca
tcgtacaatagactataaagagagtaaaatttttggaggacgagtaaatacaagtctataattaaaccacaacgt
L M ND S I E R MmchS2 * K HE S I L K TNZC
EcoRl1
accatttattatcacagaattcagaatatcattcagttttatttttgttaaaatatcccctcttaagacagacac
tggtaaataatagtgtcttaagtcttatagtaagtcaaaataaaaacaattttataggggagaattctgtctgtg
G N T I VS NL I DNWLJ K11 KTWLTI DGR RLV SV

atattcttgtttatcattttcattaaacaatgactctatattttctacgtttaaataatatagcccacaagcagc
tataagaacaaatagtaaaagtaatttgttactgagatataaaagatgcaaatttattatatcgggtgttcgtcg
Y EQ K DNENWFULSEINZEVNLYYLGCAA

ataaattttagactccttagttgactttctattttttattatatttttaaatatctcttcgggattatctaatgt
tatttaaaatctgaggaatcaactgaaagataaaaaataatataaaaatttatagagaagccctaatagattaca
Yy 1 K S E KT S KRNI KT 1 NKF 1 EEPNDILT

aagaatgtgtgtgtataatttttccccttcgctctgatagcctataaacccattcatacctatagaaaaataggt
ttcttacacacacatattaaaaaggggaagcgagactatcggatatttgggtaagtatggatatctttttatcca
L 1 HTYLKESGESOQY G I FGNWMGI S FY T
Tn5 1
tgttttttctaacgattgttgaaggggaggtggatctgatgaaaatgcagcagatggtaatataaacatcatact
acaaaaaagattgctaacaacttcccctccacctagactacttttacgtcgtctaccattatatttgtagtatga
T K EL S QQL PP PDSSFAASUWPLIFMMS
Clal
tattataatctttttcgtaagatacatactttcccctttggttttccatcgataaatattcagataaacaatata
ataatattagaaaaagcattctatgtatgaaaggggaaaccaaaaggtagctatttataagtctatttgttatat
1 1 1 K K T L Y M mchS3
Clal
tgttttttcttgttaatgttcatatcgatggattgataactggaatattcagcataataatcaacaggcttgtac
acaaaaaagaacaattacaagtatagctacctaactattgaccttataagtcgtattattagttgtccgaacatg

ctgatcaggtatcagtttgcaaatatgtttgttataggtcatgaccgcaaccaggacacataatttcaccacaac
gactagtccatagtcaaacgtttatacaaacaatatccagtactggcgttggtcctgtgtattaaagtggtgttg
*L DHGCGWPICMI1IEGC G

cacaaatataatcggcatcatagtcatgtgttactataccggaagccgacttattatttgtgatacagtgtgtct
gtgtttatattagccgtagtatcagtacacaatgatatggccttcggctgaataataaacactatgtcacacaga
c 1 Yy D ADYDHTUV I GSASIKNNTII CHTE
Tn5 35
ccagctctacggaggattctacctctataggaaaattatcgtgttttcgtcttgaattgtcttgettgttgectt
ggtcgagatgcctcctaagatggagatatccttttaatagcacaaaagcagaacttaacagaacgaacaacggaa
L EV S S EV EI1TPZFNUDUHI KRR SNDI QKNG K
EcoR1
tatcaaaggtaacaatgaattcttcatttctgtgattattatcacaattcattcttatgcctcctcacatttccc
atagtttccattgttacttaagaagtaaagacactaataatagtgttaagtaagaatacggaggagtgtaaaggg
DF TV 1 FEIENI RUHNNIUDTCNM mchS4 B

gatgtatgaccgtcagtgctattagtgtacgttcaagtctcaggttatacatgagcgacaaccatgagatcctga
ctacatactggcagtcacgataatcacatgcaagttcagagtccaatatgtactcgctgttggtactctaggact

ctaacaattgcatcagttacataacgtaaaatacctcttgactttatatggacaatatgacactttttttgaaaa
gattgttaacgtagtcaatgtattgcattttatggagaactgaaatatacctgttatactgtgaaaaaaactttt

mchX M E F A T N R V
gtaaataacaatcattctcttttgtctttgtctgggtgaggtctggtaagatggaatttgctacaaacagggtta

catttattgttagtaagagaaaacagaaacagacccactccagaccattctaccttaaacgatgtttgtcccaat
Tnlac 3.2.
T VNDSRSALSSTLTULTLSTLI#SATTLTLE

ctgtaaatgacagtcggtcagcactgtcatcaactttgctgttgtctttgatcatgagcgccactctactggaat
gacatttactgtcagccagtcgtgacagtagttgaaacgacaacagaaactagtactcgcggtgagatgacctta
Clal
Y S L S M T *
attctttatcgatgacctgactcccctgactgaagcgctaagatttggtaacttttcataatgaaaataaagcaa
taagaaatagctactggactgaggggactgacttcgcgattctaaaccattgaaaagtattacttttatttcgtt
MFel
mchl M S Y K K L Y QL TA1 F S L PLTTI1 L L
caggtaggtattaatgagttataaaaaactgtaccaattgacggctatatttagtttacctcttactatcttatt
gtccatccataattactcaatattttttgacatggttaactgccgatataaatcaaatggagaatgatagaataa
EcoRI HindIl1
v S L SSLRI VGEGNZSY VDV FLSFI1 1 F
ggtttcactttcatcccttcggattgttggcgaagggaattcttatgttgacgtttttctaagctttataatatt
ccaaagtgaaagtagggaagcctaacaaccgcttcccttaagaatacaactgcaaaaagattcgaaatattataa

4726-4800

4801-4875

4876-4950

4951-5025

5026-5100

5101-5175

5176-5250

5251-5325

5326-5400

5401-5475

5476-5550

5551-5625

5626-5700

5701-5775

5776-5850

5851-5925

5926-6000

6001-6075

6076-6150

6151-6225
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L 6 F 1 EL 1 HGI RIK I L VWS GWI KNGS =*
tcttggttttattgagctgattcatgggattcgaaagattttggtctggtcaggctggaaaaacggaagttaaat
agaaccaaaataactcgactaagtaccctaagctttctaaaaccagaccagtccgacctttttgccttcaattta

mchB M R E I T E S QL RY I S G AGGAUPA
atgatggagtttatatgcgagaaataacagaatcacagttaagatatatttccggggcgggaggtgcgccagecga
tactacctcaaatatacgctctttattgtcttagtgtcaattctatataaaggccccgeccctccacgecggteget

Pstl
T S A NA AGAAAI VGALAGIPGGU®PUL GV
cttcagctaatgccgcaggtgctgcagctattgttggagctctcgeccggaatacctggtggtccacttggggttg
gaagtcgattacggcgtccacgacgtcgataacaacctcgagagcggccttatggaccaccaggtgaaccccaac
MFel

vV VGG AV S AGLTTAIGS TV G S G S A S S S
tagttggagccgtatctgccggtttgacaacagcaattggctcgaccgtgggaagtggtagtgccagttcttctg
atcaacctcggcatagacggccaaactgttgtcgttaaccgagctggcacccttcaccatcacggtcaagaagac

A G G G s *
ctggtggcggtagctaattataattttatttattttacaggcactttttcgatagtgcctgtaaaatatatccct
gaccaccgccatcgattaatattaaaataaataaaatgtccgtgaaaaagctatcacggacattttatataggga

ttcgtttaaagcagatagaagatccatttataagtgtgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgatt
aagcaaatttcgtctatcttctaggtaaatattcacacaaaaatacaagttgtgaaatgactacttctatactaa

tacagtcgttgataaataattattaatttatgtgtaattaatagagttttactgtaataaggaagaagctgtcag
atgtcagcaactatttattaataattaaatacacattaattatctcaaaatgacattattccttcttcgacagtc

mchC M S H Q
gacacttacttgctcttttatgaacactcttttatgaaaattaaaacggagaatactgccagatgagtcatcagt
ctgtgaatgaacgagaaaatacttgtgagaaaatacttttaattttgcctcttatgacggtctactcagtagtca

c S L SELNZENLVPFTARU QI K S S LI WZC

gttcactttctgaactgaatgaaaacctggtgcctttcactgccaggcagatcaagtcctcattaatctggtgtg

caagtgaaagacttgacttacttttggaccacggaaagtgacggtccgtctagttcaggagtaattagaccacac
Pstl Clal

A E DV RNWPGETLI QNATCSY 1 I DP D ST A S

cagaggatgtcagaaatccaggcgagctgcaaaatgcctgcagttatattatcgatcctgacagtacggcttctg

gtctcctacagtctttaggtccgctcgacgttttacggacgtcaatataatagctaggactgtcatgccgaagac
Tnlac 7.7
A KV FHAEU RYGGSGI1iQ RNGGTGATR RTECGF

ccaaagtgttccatgcagagcgctatggtggcagtggtattcagcgtaatggaggtggtgcacgttgtgggtttg
ggtttcacaaggtacgtctcgcgataccaccgtcaccataagtcgcattacctccaccacgtgcaacacccaaac

D GNY QV K G 1 6GSNUPLV G EGTDEIRH SN
atggtaactaccaggttaaaggaataggaagtaatccgttggttggtgaaggtactgacgaacgtcattctaatg
taccattgatggtccaatttccttatccttcattaggcaaccaaccacttccatgactgcttgcagtaagattac

G AL GAVHAIYEALWSGEVLAOQI L P Y S

gtgcactcggcgctgttcatgcaatatatgaggctttgtggggagaagtactggctcaaatattaccttatagtg

cacgtgagccgcgacaagtacgttatatactccgaaacacccctcttcatgaccgagtttataatggaatatcac
Bglll

AV RV RAV L L TDULYTEI KA AFERS G M K S

ctgtgcgggttcgggeggttttacttacagatctctatactgaaaaggcatttgagcgctccggtatgaaatcac

gacacgcccaagcccgccaaaatgaatgtctagagatatgacttttccgtaaactcgcgaggccatactttagtg

R R A LLVREWPVVRPAHU FERAPYFOQVK
gaagagccctgttggtacgtgagcctgttgttcgecccggegeattttgaacgggcaccatacttccaagtaaaac

cttctcgggacaaccatgcactcggacaacaagcgggccgcgtaaaacttgcccgtggtatgaaggttcattttg
Bglll
P EY S S QL I HDACRVRSV I HKILWPGYL

cggagtattccagtcagttaattcacgatgcctgtcgggttagatctgtgatccacaagctgccaggatatctac
gcctcataaggtcagtcaattaagtgctacggacagcccaatctagacactaggtgttcgacggtcctatagatg

PV PP EEI DAEARTUDU PRTI1T Y C1EGTULCE
ctgtaccaccggaagaaattgatgctgaagcacgaactgatccccggatttattgcattgagggattatgtgaac
gacatggtggccttctttaactacgacttcgtgcttgactaggggcctaaataacgtaactccctaatacacttg

L ARREAWOQQMAFT CRTREFULRLTTS P SN
tggcacgtcgtgaggcctggcaaatggcattttgtcgaacacgtttcctgagattgacaacttctecttctaata
accgtgcagcactccggaccgtttaccgtaaaacagcttgtgcaaaggactctaactgttgaagaggaagattat

Il AMDGIRULMD FNGLSCSUFUPGD S P ADF
ttgcaatggatggcagattaatggattttaacggactcagttgctcgtttccgggagattccccagetgattttg
aacgttacctaccgtctaattacctaaaattgcctgagtcaacgagcaaaggccctctaaggggtcgactaaaac

G Y K LRLAELAIKIEPMVLMAQGL S DULTCIL
ggtataaactaagattagctgaactggcaaaagaaccgatggtacttatgcaagggctgtctgatctctgettgt
ccatatttgattctaatcgacttgaccgttttcttggctaccatgaatacgttcccgacagactagagacgaaca
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Yy I 6 K Y ™M FD®PDUFTULAARULIKVEETI F QK
atatcggaaaatatatgtttgaccctgacttcactcttgcagcccgtttgaaggttgaggagatatttcagaaaa
tatagccttttatatacaaactgggactgaagtgagaacgtcgggcaaacttccaactcctctataaagtctttt

T F HEATCYYO CYLEULULGTI1I P GEUFI1T TQ K E
cttttcatgaagcatgttattactgttatctagaactgttgggtattcctggagaatttataacacaaaaagaga
gaaaagtacttcgtacaataatgacaatagatcttgacaacccataaggacctcttaaatattgtgtttttctct

Il P D1 L KQL VNSFVALILNJIZKYT CEIKSHA
tacctgatatattgaaacaactggttaacagttttgttgcattactcaataaatactgcgagaaatcacatgccc
atggactatataactttgttgaccaattgtcaaaacaacgtaatgagttatttatgacgctctttagtgtacggg

Q DI VNQDGSPLTZ QI KTLVYVVY TLTIHHTE RTHNDO
aagatattgtcaatcaggatggttcaccattgcaaaagttggttgtgacgctaatccatcataggcataatcaaa
ttctataacagttagtcctaccaagtggtaacgttttcaaccaacactgcgattaggtagtatccgtattagttt

K Q ALNSSTIKNDVYTFTVAOQQCTFS SO QT.I
agcaggcactgaatagtagcatcaagaatgatgtttatttcaccgttgcacaacagtgtttttcccagactatce

tcgtccgtgacttatcatcgtagttcttactacaaataaagtggcaacgtgttgtcacaaaaagggtctgatagg
Tnlac 7.3
HWULTQGSTRIR QI NASLLULIKTETIEWHHT

actggctgacgcaaggcagtaccagacgtcagataaatgcttcattactcctgaaagaaattgaacatcatacca
tgaccgactgcgttccgtcatggtctgcagtctatttacgaagtaatgaggactttctttaacttgtagtatggt

M K R L Q PR EELWIRIKIENMTCET KT A1 L L DN
tgaaaaggctgcaacccagggaagagctgaggaaagagaatatgtgcgaaaaaattgccatcctgctggataatce
acttttccgacgttgggtceccttctcgactectttetecttatacacgcttttttaacggtaggacgacctattag

H 6 D DWPWLFULQEAI S DMIKNIFWMMLIKF SR D
atggcgatgatcccctttttttacaagaagcaatttctgatatgaaaaattttatgcttaagttttccagagatg
taccgctactaggggaaaaaaatgttcttcgttaaagactatactttttaaaatacgaattcaaaaggtctctac

AAF GY L E P I R NTV * mchD M S Y 1
catttggatatcttgaaccgataagaaacacagtgtaataaatatataagggaaatagtaatcatgtcttatata

gtaaacctatagaacttggctattctttgtgtcacattatttatatattccctttatcattagtacagaatatat
Tnlac 3.5,
R E T 1 R G KD EWTVYEOQI GF AV S C M:L Y

agggaaaccatcagaggaaaagatgaatggactgtttatgaacagataggttttgcggtcagttgtatgetctac
tccectttggtagtctecttttctacttacctgacaaatacttgtctatccaaaacgccagtcaacatacgagatg

NR NY S LY PV LTI QY WTEYA ATI1I QHNOQ'I
aatcgtaattacagtctgtatccggtgttaaccattcaatactggactgaatatgcgatacagcataatcagatt
ttagcattaatgtcagacataggccacaattggtaagttatgacctgacttatacgctatgtcgtattagtctaa

K F L FDSWRGFWPULAY I T WAY L EA ATDTEA
aaattcctgtttgattcacgaggttttccactggcgtatataacctgggcatatcttgaggctgatacggaagceg

tttaaggacaaactaagtgctccaaaaggtgaccgcatatattggacccgtatagaactccgactatgccttcge
BamHI EcoRI BamH1
R L LRDWPEFRILUHWPSEWNEUDTGRTIT1T W1 L D

cgcctgctcagggatccagaattcaggttgcatccgtctgaatggaatgaagatggaaggatctggatcectggat
gcggacgagtccctaggtcttaagtccaacgtaggcagacttaccttacttctaccttcctagacctaggaccta

F CCKWPGFGRI KV I DY LI QL Q P W G E G E
ttctgttgtaaaccaggctttggtcgaaaagttattgactatctcatacagcttcagccatggggggaaggagaa
aagacaacatttggtccgaaaccagcttttcaataactgatagagtatgtcgaagtcggtacccecccttectett

V RWL SRIRIKIK 1T V TY 1 PEIRULUHIKT *
gtacgatggttaagcaggcgaaagaaaattgtgacatacatccctgagcggctgcataaaacgtagtacctctga
catgctaccaattcgtccgctttcttttaacactgtatgtagggactcgecgacgtattttgcatcatggagact

agatacagagataattgtaaattacggggtaaatgcatcgctgatactattttgacaggactctgtattttctgg
tctatgtctctattaacatttaatgccccatttacgtagcgactatgataaaactgtcctgagacataaaagacc

mchE M F
ctttgattatagcgtttcggttaatcagtgaaggtattacaggaaaagtgtgagtaagaggagctattttgtttc
gaaactaatatcgcaaagccaattagtcacttccataatgtccttttcacactcattctcctcgataaaacaaag

R Q DAL ENIRIKMMIKWOQS GRATILLU®PGTI1 P L W
gtcaggatgctttagaaaacagaaaaatgaagtggcagggacgggcaatattacttcccggaataccactatggt
cagtcctacgaaatcttttgtctttttacttcaccgtccctgcccgttataatgaagggccttatggtgatacca

L T »m L 6GS 1V F I T A FLMZFTI1T 1 VGTY SRR
taatcatgctgggaagcattgtgtttattacggcatttctgatgttcattattgttggtacctatagccgecgty
attagtacgacccttcgtaacacaaataatgccgtaaagactacaagtaataacaaccatggatatcggcggcac
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vV NV S G6GEV TTWPRAVNIYSOGVQG F VYV

ttaatgtcagtggtgaggtcacaacctggccaagagctgtcaatatatattcaggtgtacagggatttgttgtca

aattacagtcaccactccagtgttggaccggttctcgacagttatatataagtccacatgtccctaaacaacagt
BamH1

R Q F V HEGOQTULI KKGDUPV Y L 1 DI S K ST

ggcaatttgttcatgaagggcagttgataaaaaaaggggatcctgtttatctgattgacatcagtaaaagtacac

ccgttaaacaagtacttcccgtcaactatttttttcccctaggacaaatagactaactgtagtcattttcatgtg

R S 661 v TDNW HWIRRDI ENAOQULV RV DNTIIS
gtagtggtattgtcactgataatcatcggcgggatatagaaaatcagctggttcgtgtggacaacattatttccce
catcaccataacagtgactattagtagccgccctatatcttttagtcgaccaagcacacctgttgtaataaaggg

R L EES KK 1T TLDTULEIKQRULQY TUDATFR
gtctggaagaaagtaaaaaaataacgttagataccctggaaaaacaacgtctgcaatacacagatgcgtttcgtc
cagaccttctttcatttttttattgcaatctatgggacctttttgttgcagacgttatgtgtctacgcaaagcag

R S sS D1 1 Q R A EEGIT K I M KNNWMENY RN
gctcatcagatattatacagcgtgcagaggaagggataaaaataatgaaaaacaatatggagaattacagaaact
cgagtagtctataatatgtcgcacgtctccttccctatttttattactttttgttatacctcttaatgtctttga

Y Q AK GG L I NKDQULTNI QVA ALY Y Q Q Q NN
atcaggcaaaagggctgattaataaagatcagttaactaaccaggtggcattatattatcagcaacaaaacaatc
tagtccgttttcccgactaattatttctagtcaattgattggtccaccgtaatataatagtecgttgttttgttag
Pstl
L LSL SGQNZEI QNALOQITTULESOQI QT Q
ttctcagcctgagcggacagaacgaacagaatgccctgcagataaccactctggagagtcagattcagactcagg
aagagtcggactcgcctgtcttgecttgtcttacgggacgtctattggtgagacctctcagtctaagtctgagtcc
Pstl
AAADFDNRI Y QMELQWRYEULIGQIKETULVNT
ctgcagattttgataaccgtatctaccagatggaactgcaacggtacgagttacagaaagaactggttaacactg
gacgtctaaaactattggcatagatggtctaccttgacgttgccatgctcaatgtctttcttgaccaattgtgac

bv EGE 1T 11 RALTDGI KV D SL SV TV GAQ
atgtggagggcgaaattattatccgggcgttgactgacgggaaagttgactccctgagtgtcactgtcgggcaaa

tacacctcccgctttaataataggcccgcaactgactgccctttcaactgagggactcacagtgacagcccgttt
Pstl
MV NT G D S L L QV I PENI1IENYY L1 LWV

tggtcaataccggagacagccttctgcaggttattcctgagaacattgaaaactattatcttattctctgggtcc
accagttatggcctctgtcggaagacgtccaataaggactcttgtaacttttgataatagaataagagacccagg
Tnlac 7.1

P NDAVPY 1l S A GDIKUVNIRYEATFUZPATEK
caaatgatgctgttccttatatttcggctggtgacaaagtgaatattcgttatgaagcctttccggcagaaaaat
gtttactacgacaaggaatataaagccgaccactgtttcacttataagcaatacttcggaaaggccgtcttttta

FG6GQ FSATVKTIH1 SRTWPASTA QEWMLTYK
ttgggcagttctctgctacggttaaaactatatccaggactcctgcgtcaacacaggaaatgttgacctataagg
aacccgtcaagagacgatgccaattttgatataggtcctgaggacgcagttgtgtcctttacaactggatattec

G APQNTW®PGASVPWY KV I AMPEZKIQTI'I
gtgcaccacagaatacgccgggcgcctctgttcecctggtataaagtcattgcgatgcctgaaaagcagattatca
cacgtggtgtcttatgcggcccgcggagacaagggaccatatttcagtaacgctacggacttttegtctaatagt

R 'Yy b E K YL PLENSGMMIKAESTULFLEKRR
gatatgacgaaaaatacctccctctggaaaatggaatgaaagccgaaagtacactatttctggaaaaaaggcgta
ctatactgctttttatggagggagaccttttaccttactttcggctttcatgtgataaagaccttttttccgeat

mchF M T N G S
Il Yy Qw™MLlLSPFYDMIKMHSATSG®PLND =*
tttaccagtggatgctttctcctttctatgacatgaaacacagtgcaacaggaccgctcaatgactaacgggagt
aaatggtcacctacgaaagaggaaagatactgtactttgtgtcacgttgtcctggcgagttactgattgccctca

FR Q1 1 NQLDMRWRIRRYVPV I HQTETA
ttcagacaaattataaatcagcttgatatgcgctggcgacgtcgtgttccggttattcatcagacggagaccget
aagtctgtttaatatttagtcgaactatacgcgaccgctgcagcacaaggccaataagtagtctgectctggega

E CGLACLAMICGHEFGKNTDUL1 S L R R
gaatgtggactggcctgcctggcaatgatatgcggtcattttggtaagaatattgacctgatatctcttcgecgg
cttacacctgaccggacggaccgttactatacgccagtaaaaccattcttataactggactatagagaagcggcec

K FNLSARUGANULAGINGTI AEUZ QLGWMVT
aagtttaatctctcggcccgtggagcaaaccttgcaggaatcaatggaatagcggagcagectggggatggtca
ttcaaattagagagccgggcacctcgtttggaacgtccttagttaccttatcgectegtegaccecctaccagt

R AL SLELDELGALIKMMPTCI L HWDUDF S H
ctctttcactggagctggatgaacttggtgccctcaaaatgccgtgtattctecactgggatttcagtcac
gagaaagtgacctcgacctacttgaaccacgggagttttacggcacataagaggtgaccctaaagtcagtg
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FVV LV SV KRNIRYVLHDUPARGURI RYLG
tttgtcgtgctggtcagcgtaaagcgtaaccgttatgtactgcatgatccggccagaggcagaagatatctceggt
aaacagcacgaccagtcgcatttcgcattggcaatacatgacgtactaggccggtctccgtcttctatagagcca
EcoRl1
R EEMSRY FTGI AL EVWPGSETFULATET
cgggaggaaatgagccggtattttacgggcattgcacttgaggtctggcctggaagtgaattcctggcggaaacc
gccctcctttactcggccataaaatgcccgtaacgtgaactccagaccggaccttcacttaaggaccgectttgg

Q @ IrrR 1 SLRSLINJSITY G I KRTLAZKTIF
cagcagatccgcataagtctccgttcactgattaacagtatttacggtattaaaagaacactggcgaaaattttc
gtcgtctaggcgtattcagaggcaagtgactaattgtcataaatgccataattttcttgtgaccgcttttaaaag

cLSvVvVvVv1iEAI NLUVMPVGTQL V MDHA'I
tgtctgtcagttgtaattgaagcaatcaatctggtaatgccggtggggactcagectggttatggatcatgecgatt
acagacagtcaacattaacttcgttagttagaccattacggccacccctgagtcgaccaatacctagtacgctaa

P AGDWRGLULTULISAGLMZEFZEFTI1T L L RAA AV
ccggcgggggacagagggctgctgacgcttatttctgectggectgatgttetttatattgctcagggecgeggty
ggccgccccctgtctcccgacgactgcgaataaagacgaccggactacaagaaatataacgagtcccggcgeccac

S M LRAWSSLVWMSTTULTINIQWOQS G L FN
agtatgctgcgtgcatggtcctcactggttatgagcacgctcatcaatatacagtggcagtcgggtctgtttaac
tcatacgacgcacgtaccaggagtgaccaatactcgtgcgagtagttatatgtcaccgtcagcccagacaaattg

H L LRLWPULAFUZFEWIRIRIKILGTDTI QSRFG S L
catcttctcagactgccgctggcgttttttgaacgccgtaaattaggtgatatccagtegegttttggcteectt
gtagaagagtctgacggcgaccgcaaaaaacttgcggcatttaatccactataggtcagcgcaaaaccgagggaa

b T LRATVFTTT CVVGAI MDSI1T MV YV GV F
gacactttgagggccacctttaccacctgtgtggttggggcaatcatggacagtattatggttgtgggggttttt
ctgtgaaactcccggtggaaatggtggacacaccaaccccgttagtacctgtcataataccaacacccccaaaaa

vV M M L LY G GY L TWI1 VL GFTMVY VL IR
gtgatgatgctgttatatggaggatatcttacctggatagtgctcggttttaccatggtttacgttcttattcegt
cactactacgacaatatacctcctatagaatggacctatcacgagccaaaatggtaccaaatgcaagaataagca

L v TY GYYROQ1I SEETLVRGARASSYF
ctggtgacatacggctattaccggcaaatatcggaagaaactcttgtcagggggg ccagctcctatttt
gaccactgtatgccgataatggccgtttatagccttctttgagaacagtcccece ggtcgaggataaaa

BamH1
M E S LY G I ATVI K1 QGMAGTI RGTH WL N
atggaaagcctgtatggtattgccacggtaaaaatccaaggtatggctgggatccggggaacacactggcttaac
tacctttcggacataccataacggtgccatttttaggttccataccgaccctaggccccttgtgtgaccgaattg

L K 1 DAI1I NS G 1 KL TIKMDULULUFGG 1 NTF
ctgaaaatagatgcgatcaattcaggtattaagttaaccaagatggatttgctcttcggggggataaatactttt
gacttttatctacgctagttaagtccataattcaattggttctacctaaacgagaagcccccctatttatgaaaa

Clal

vV AACDOQVAI LWLGASULV I DNAIQQMMTI G
gttgccgcectgtgatcaggtggcgattttatggctgggtgcaagecttgtgatcgataatcagatgacaataggg
caacggcggacactagtccaccgctaaaataccgacccacgttcggaacactagctattagtctactgttatccc

M F VAF G SFRGQF SDI RV AS LTS FLLAQ
atgtttgtggcatttggttcttttcgtgggcagttttcggatcgggttgcttcgetgaccagttttcttcttcaa
tacaaacaccgtaaaccaagaaaagcacccgtcaaaagcctagcccaacgaagcgactggtcaaaagaagaagtt

L R 1 M SLHNZEWRTI ADI AL HEIKEEKK P E
ctgagaataatgagtctgcataatgagcgcattgcagatattgcactacatgaaaaggaagaaaagaaaccggaa
gactcttattactcagacgtattactcgcgtaacgtctataacgtgatgtacttttccttettttetttggectt

Il EI1 VADMSU®PV SLETTT DIULSY R Y D S Q S
attgaaatcgttgctgacatgagcccggtttcactggaaaccactgatttaagctaccggtatgacagccagtca
taactttagcaacgactgtactcgggccaaagtgacctttggtgactaaattcgatggccatactgtecggtecagt

AAQ VF SGLNWLSVAPGESVAITSGASGA
gcacaggtattcagtggtctgaatttgtctgtggctccgggagaaagtgtggctataactggtgcctecggtgec
cgtgtccataagtcaccagacttaaacagacaccgaggccctctttcacaccgatattgaccacggaggccacgg

G K T TLWMIKV L CGLUFEWPDSGIK VL VNUGT
ggaaaaaccacattaatgaaagtattatgtggactgtttgaaccagatagtggaaaagtactggttaatggcacg
cctttttggtgtaattactttcataatacacctgacaaacttggtctatcaccttttcatgaccaattaccgtgce

DI R QL G I NNJYHIRMIACVMAOQDU D RTL F S
gatatacgtcaacttggaataaataattatcaccgtatgatagcctgtgttatgcaggacgaccggctattttca
ctatatgcagttgaaccttatttattaatagtggcatactatcggacacaatacgtcctgctggccgataaaagt
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G S 1 R EN1 CGUFAEETDUDEWMMTET CAR A
ggatcaattcgtgaaaatatctgtgggtttgcagaagaaacagacgacgaatggatgacagaatgtgccagagca
cctagttaagcacttttatagacacccaaacgtcttctttgtctgctgcttacctactgtcttacacggtctegt

S HI HDVI1IMIKWMPWMSGYETTULI G EL G E G L
agtcatattcatgatgtgataatgaaaatgccaatggggtatgaaacgttaataggtgaactgggggaaggtctt
tcagtataagtactacactattacttttacggttaccccatactttgcaattatccacttgacccccttccagaa

S 66 Q K QR 1 FI1 ARALYIRIKWPGI L FMDE
tccggcggtcaaaaacagcgtatattcattgcccgagetttataccggaaacctggaatattatttatggatgag
aggccgccagtttttgtcgcatataagtaacgggctcgaaatatggectttggaccttataataaatacctactc

AT S S L DTUESERUFUVNAAI K KMNI TRV
gctacaagttctcttgatacagaaagtgaacgtttcgtgaatgctgccataaaaaaaatgaatatca tg
cgatgttcaagagaactatgtctttcacttgcaaagcacttacgacggtattttttttacttatagt ac

Il 1 AHRETTULRTVDWIRT1 1 S
attattgcacacagagaaactacgttgagaactgttgacaggattatttctatttaaaatccactggtgtaactt
taataacgtgtgtctctttgatgcaactcttgacaactgtcctaataaagataaattttaggtgaccacattgaa

I *

mcml> M G E V K K D1 K 1 T VvV I A F V I NY
tgtaaggagttttgtcgatgggggaggttaagaaggatataaaaataacagtgattgcttttgttatcaattate
acattcctcaaaacagctaccccctccaattcttectatatttttattgtcactaacgaaaacaatagttaatag

LFFY11PVSLYLSYYYRYNTFTFNLYWMF
tgttcttttatattccggtgtcattatatcttagttattactatagatataatttttttaatctatatatgtttt
acaagaaaatataaggccacagtaatatagaatcaataatgatatctatattaaaaaaattagatatatacaaaa

FYHL *
tttatcacttgtagttacatttttatcgttgtggttaaacgtgaatttttacttcttcacaaattttatagcgaa
aaatagtgaacatcaatgtaaaaatagcaacaccaatttgcacttaaaaatgaagaagtgtttaaaatatcgctt

mcmA> M R K L S E N E I K Q I S 6 G D G ND G Q A
ggtgttgaaatgagaaaactatctgaaaatgaaataaaacaaatatctggaggtgacgggaatgacgggcaggca
ccacaactttactcttttgatagacttttactttattttgtttatagacctccactgcccttactgeccgtecgt

E L1 A1 G SLAGTUFI S P GFGS 1T AGAYI
gaattaattgctattggttcacttgcaggtacgtttattag atttggttctattgcaggggcttatata
cttaattaacgataaccaagtgaacgtccatgcaaataatc taaaccaagataacgtccccgaatatat

G DKV HSWATTATVSZPSMSZPS G I G L S
ggtgataaagtacattcatgggcaacgactgcgacggttagtccctccatgtctccctcaggtataggattatca
ccactatttcatgtaagtacccgttgctgacgctgccaatcagggaggtacagagggagtccatatcctaatagt
S * BamHI
tcctagtttggatccggcagatgtacatcaagtgcttcttcgtctgecggggagtggaaattaaaccttatattgt
aggatcaaacctaggccgtctacatgtagttcacgaagaagcagacgcccctcacctttaatttggaatataaca

taatgatgcctatgtaatggtttaagttaggctcctccgaacgtttatcattttatgcataccgcatagtaacaa
attactacggatacattaccaaattcaatccgaggaggcttgcaaatagtaaaatacgtatggcgtatcattgtt

tgctagtccgtttaatttttatcatatgagattgtaacagaaaatgctctgttaatgggaataactgatataagce
acgatcaggcaaattaaaaatagtatactctaacattgtcttttacgagacaattacccttattgactatattcg

tagatattgtattcctgctatgactgcattcatcgccatgtgaagtaatatgggcattaacagaccattcgactt
atctataacataaggacgatactgacgtaagtagcggtacacttcattatacccgtaattgtctggtaagctgaa

tatttgtgcgctaataagaactaacgatactaaaaagagcataaaaaatgtacgaaagtcagtatattgtagatg
ataaacacgcgattattcttgattgctatgatttttctcgtattttttacatgctttcagtcatataacatctac

caatgcagagaatatgactgatgttacaatagcagagatgtaaatattgtcattaaaccagaattataaagaatt
gttacgtctcttatactgactacaatgttatcgtctctacatttataacagtaatttggtcttaatatttcttaa

aaaaaacaccctcgaaatacaatctcttcatatacaggaacatagaagtacagaagaaacataaaatggcctcag
ttttttgtgggagctttatgttagagaagtatatgtccttgtatcttcatgtcttectttgtattttaccggagte
*

aaaaagatatttgcgagatcatccattcttccgttttcctcactgccagcagataagggacaaataactgaataa
tttttctataaacgctctagtaggtaagaaggcaaaaggagtgacggtcgtctattccctgtttattgacttatt
F F 1 N A L D M N A S L P C 1 V S Y
tcattattaaagagaaaagagtaaaaaacatccggtcgaaaagaacctcttcctaatccttctctttttcggaag
agtaataatttctcttttctcattttttgtaggccagcttttcttggagaaggattaggaagagaaaaageccttc
DNNFULFSYFVDWPIRFSGRGL GER KR F

aaaataaaatacagtggaacaagaattagaaattcagcaagaaataatgctggaacaagaagtcccctggatata
ttttattttatgtcaccttgttcttaatctttaagtcgttctttattacgaccttgttcttcaggggacctatat
F I F YL..pPpvL 1l LFEALUIFLAPVLILGRS'I
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agttcctgcctgtttgtaaggaatgcaggaataaaggtaatagaaaatgataaagtaaacattaaaaagcagccg
tcaaggacggacaaacattccttacgtccttatttccattatcttttactatttcatttgtaatttttcgtcgge
L EQRNTULFAPI FTI1 SF S L TF M “mcmMm?

ctgatgactgtttttatgttgcattttttgttatticcatttatattcccttacttgtiatttaaaatitttata
g actactg acaaaaatacaacgtaaaaaacaataaag gtaaatataag gg aatg aacaataaattttaaaaatat

taacaggaagaggtaaccatagaatgaacgtttcttctccggtatcagaacagccataatttttattttatagtt
attgtccttctccattggtatcttacttgcaaagaagaggccatagtcttgtcggtattaaaaataaaatatcaa

gttatcagtgaatgaatataaactaatagaacaataaaaagaatggagaaaaaacgacgggcaggacgccatagt
caatagtcacttacttatatttgattatcttgttatttttcttacctcttttttgctgcccgtecctgecggtatca

tcatattctctcgtatcagcctcacgtatcaacctttctgaaacggtttcaatttecctttctecgectecagaata
agtataagagagcatagtcggagtgcatagttggaaagactttgccaaagttaaaggaaagaggcgaggtcttat

tatttgtaatgtttcctcatgacatataccgaaaactggaaccagattaatatggatggatacacaacacataaa
ataaacattacaaaggagtactgtatatggcttttgaccttggtctaattatacctacctatgtgttgtgtattt

cttctgatgatatcgctagggaacgtatcttgagcgggtaaaagaaagtcatatactctgaataaaaccatcatt
gaagactactatagcgatcccttgcatagaactcgcccattttctttcagtatatgagacttattttggtagtaa

tcaggtgttgatgcgcgctttactgtgtctgcactggcttaacaaaattcaacagggtttgaaaaggaacatttc
agtccacaactacgcgcgaaatgacacagacgtgaccgaattgttttaagttgtcccaaacttttccttgtaaag

gtgcaaataaccgaagccttaatttcagagccgggagacatccggegttttgttcagcaggcggtggaccactgg
cacgtttattggcttcggaattaaagtctcggccctctgtaggccgcaaaacaagtcgtccgecacctggtgacc

ccgcgtctgctggecagtccacttcacgctccattcggectgaaggaaacatcaacgggcaacagattcaggcattc
ggcgcagacgaccgtcaggtgaagtgcgaggtaagccgacttectttgtagttgeccgttgtctaagteccgtaag

tgtacttccttttatcgacaactgcatgaacgtattactgagcgtaatcacactgccagtccatcctctcecggtg
acatgaaggaaaatagctgttgacgtacttgcataatgactcgcattagtgtgacggtcaggtaggagaggccac

gtattacgctggttgcgggaacaacatgaaggagcaacaattcgatgcctgttgctgctcagccagacgagtatt
cataatgcgaccaacgcccttgttgtacttcctcgttgttaagctacggacaacgacgagtcggtctgctcataa

tgtcacccgcgagccagtgtcacagttgatgaacaatgttcgcaagtggtggatttactgcaacatagctggeag
acagtgggcgctcggtcacagtgtcaactacttgttacaagcgttcaccacctaaatgacgttgtatcgaccgtc

gtgataagtgctggcggacaatgccgggtggaaaggtgttttcgggttg
cactattcacgaccgcctgttacggcccacctttccacaaaagcccaac

gtgatacatccggtcagtat
cactatgtaggccagtcata

gttgcgttaaaaacagtcgcattgtctctggggttaccggttgtgaccgecattacccatcgtccggtacagege
caacgcaatttttgtcagcgtaacagagaccccaatggccaacactggcggtaatgggtagcaggcecatgtcgeg

tgtacattgattacagctcagtgaatcagcgctttctggcttttcgtcggtcattctgtcaacgccacgatgttt
acatgtaactaatgtcgagtcacttagtcgcgaaagaccgaaaagcagccagtaagacagttgcggtgctacaaa

gaccgttatggggatgcggacgattccctgcacagegttgtttcacggtggtggatgacgcaacaccgctgttaa
ctggcaatacccctacgcctgctaagggacgtgtcgcaacaaagtgccaccacctactgegttgtggegacaatt

aaacagtcgttcagtcctttgtgttaccggttgtgacaacaatcagttggtaatggacgtgtgaaccatctgcge
tttgtcagcaagtcaggaaacacaatggccaacactgttgttagtcaaccattacctgcacacttggtagacgceg

ttccgttgatttttatggactgataaagttttgccagctgaatctttatacggaatgctcttcagtatgecgtaca
aaggcaactaaaaatacctgactatttcaaaacggtcgacttagaaatatgccttacgagaagtcatacgcatgt

cgaattgactatctggcggataaatacagttttactgagctgaatgagtcttcccgtcttcgecagcagtggeag
gcttaactgatagaccgcctatttatgtcaaaatgactcgacttactcagaagggcagaagcggtcgtcaccgte

gatgttctggaggagtgccggcagacagaggccgggccagaagaacggctgegtattgcactgctgaatgtggat
ctacaagacctcctcacggccgtctgtctccggecccggtettecttgeccgacgcataacgtgacgacttacaccta

tacgtcaccagttttgaactgccttttcgcttgctgcttacccggacaccacaactgattgccgegetgegtgaa
atgcagtggtcaaaacttgacggaaaagcgaacgacgaatgggcctgtggtgttgactaacggcgcgacgecactt

gaatggggcatcagccagaaaaatgtggtgtttaacgataaacggtttggttgcgtgtacagcctgaaggccage
cttaccccgtagtcggtctttttacaccacaaattgctatttgccaaaccaacgcacatgtcggacttccggteg

ctttctggtgtgccggatacattccggtatcatctgtctcaccgtattegtecgegtggttgggaatgaaaacaca
gaaagaccacacggcctatgtaaggccatagtagacagagtggcataagcagcgcaccaacccttacttttgtgt

tcattgccatatcagcaggttg
agtaacggtatagtcgtccaac

aagtgaaagcgccccgtgaacggctgaagtatgcactggaggegggt
ttcactttcgcggggcacttgeccgacttcatacgtgacctecgecca
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ttactggtgactgcactggacggcctgttctggtttggcagtcagecgtattgeggectgatgttctgaggctgaga
aatgaccactgacgtgacctgccggacaagaccaaaccgtcagtcgcataacgccgactacaagactccgactct

aaggccggaatgccggtggtgaccacgaccgtggaggtgcacgataacctgacaggaacaacccgcaaagtaccg
ttccggecttacggccaccactggtgctggecacctecacgtgectattggactgtecttgttgggegtttcatgge

gcataccatctctgatacaaccatcagggggaatattgctctggcagcagcagtacgacattctttatactttat
cgtatggtagagactatgttggtagtcccccttataacgagaccgtcgtcgtcatgctgtaagaaatatgaaata

cccecgtgcctgaaaatatgtgctaaggaaacgggaatggcaaggtccgattatgatattattaatctgtctctga
ggggcacggacttttatacacgattcctttgcccttaccgttccaggctaatactataataattagacagagact

aacatgaactgaatgagtggctgacagagagaggttatgccggactggcggataaccggaaccgcctggcagagg
ttgtacttgacttactcaccgactgtctctctccaatacggcctgaccgectattggeccttggeggaccgtctee

tggttacccggaaattgcaggacagcttttatataaacgtttcctgggatgcgctgaacacggcatacagtgaac
accaatgggcctttaacgtcctgtcgaaaatatatttgcaaaggaccctacgcgacttgtgecgtatgtcacttg

accctgagtggttttcagggcttgtctccggagatgagaattaataagtggattatgctgeccatcaggcagtgtg
tgggactcaccaaaagtcccgaacagaggcctctactcttaattattcacctaatacgacggtagtecgtcacac

attgccggcagggatttcgttttattctgtttctt
taacggccgtccctaaagcaaaataagacaaagaa

gggcgggtttgaattttcccagaaagttgtacat
cccgecccaaacttaaaagggtctttcaacatgta

Sphl
cggtcgcatgcagggatgcggatagccgtcccgcataaacacca
gccagcgtacgtcecctacgectatcggcagggecgtatttgtggt

tttcctcaacactggtcacggtgac
aaaggagttgtgaccagtgccactg

aagcgcaccatgatcgtctttgtatcgctgattgactttcggtaatggaacatcttctgacataaattttagtac
ttcgcgtggtactagcagaaacatagcgactaactgaaagccattaccttgtagaagactgtatttaaaatcatg

ggtaacagttaactaaattttcatgtggtagcactgaatcaggagactgcgtttcctgatgtgcgetgttaattt
ccattgtcaattgatttaaaagtacaccatcgtgacttagtcctctgacgcaaaggactacacgcgacaattaaa

tctgtttttacgaaacattttccecttcttectgtatattttattgegetectectttecatgtectteccatate
agacaaaaatgctttgtaaaaggggaagaaggacatataaaataacgcgaggaggaaagtacaggaagggtatag

ctgaaactcacttaaatgctgttgaatcgtcatgcattgcaattttcaatgactgaaatcaaaaattgctatttt
gactttgagtgaatttacgacaacttagcagtacgtaacgttaaaagttactgactttagtttttaacgataaaa

tttagctaaccaactgagcattcagtggaataattttctgcacttttccattaattatggttataaattttgcaa
aaatcgattggttgactcgtaagtcaccttattaaaagacgtgaaaaggtaattaataccaatatttaaaacgtt
Clal
tgtgctgtttttgcgatatatgacagaataaagaactgttcatttgtgttatatcgatcgataaatctgtcatat
acacgacaaaaacgctatatactgtcttatttcttgacaagtaaacacaatatagctagctatttagacagtata

tgctgtagttcagattattattctataatgatcaaaaataagtcagctaaaaattggcagatttattgctcagca
acgacatcaagtctaataataagatattactagtttttattcagtcgatttttaaccgtctaaataacgagtcgt

ttctggtaccggttgatgcgggtaaataccggaagggcggtagegtgccatcgcaaaacatggtgggaggtatceg
aagaccatggccaactacgcccatttatggccttcccgeccatcgcacggtagcgttttgtaccacccteccatage

tcaggaggctggtgattgttggtatgacatgaataaaaggtttttcgtttgactggaaaattatgttgcaggaac

agtcctccgaccactaacaaccatactgtacttattttccaaaaagcaaactgaccttttaatacaacgtccttg
Hindl11

gagagggctgaggaacaaagctt

ctctcccgactecttgtttcgaa
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Figura 4.1. Secuencia nucleotidica del segmento de DNA de 16.823 pb que contiene el sistema genético
MccH47. Los nimeros a la derecha se refieren a las posiciones nucleotidicas. Se indican con distintos colores
los sitios de reconocimiento para algunas enzimas de restriccion. También se consigna la secuencia
aminoacidica deducida de los productos de los genes del sistema antibi6tico, indicandose con asterisco los
codones de terminacion. Las posibles secuencias Shine-Dalgarno se subrayan en los nucledtidos que
coinciden con el consenso. Se sefiala con una linea punteada el sitio de unidn en las fusiones génicas con lacZ
generadas por inserciones Tnlac. En las inserciones simples, de Tn5 o Tnlac, se subraya el repetido directo
generado por la insercién. En gris se pintan los nucle6tidos idénticos de dos grandes repetidos directos que
flanquean el sistema antibi6tico. Dentro del sistema, repetidos mas pequefios, directos o invertidos, se

subrayan y se indican con flechas en gris.
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Posteriormente se procedidé a buscar marcos abiertos de lectura (ORFs) en el
segmento secuenciado y a comparar las secuencias aminoacidicas deducidas contra los
bancos de datos utilizando el programa BLASTP 2.2.5. Por fuera del repetido directo se
encontraron ORFs cuyos supuestos productos mostraron similitud con proteinas
hipotéticas a las que no se ha asignado atn ninguna funcion. Por dentro del repetido
directo se encontraron varios marcos abiertos de lectura, aquellos que correspondieron a
genes previamente descritos por analisis genéticos y bioquimicos clasicos (Gaggero et
al., 1993) y otros nuevos encontrados en este analisis. Todos ellos, excepto uno,
presentaron secuencias de tipo Shine-Dalgarno a una distancia adecuada del codén de
inicio. Se identificaron quince marcos abiertos de lectura que se presentan a
continuacion segun su localizacion de izquierda a derecha. También se secuenciaron los
sitios de inserciones Tnlac previamente aisladas en el sistema MccH47, que conferian a
las células actividad B-galactosidasa (Gaggero et al, 1993) (Fig. 4.1). Se confirm¢ ahora
que generaban fusiones génicas mch-lacZ, codificando entonces para proteinas hibridas.
Esta confirmacion tiene la importancia de probar que los genes mch involucrados son
verdaderas unidades de expresion que codifican para proteinas. Las fusiones se

consignaron indicando el nimero de codén mch involucrado en la unién.

Figura 4.2. Andlisis de la secuencia nucleotidica que contiene el sistema MccH47. Con linea azul se
representa el segmento de DNA en estudio, delimitdndose el sistema genético MccH47 con dos lineas
verticales correspondientes al repetido directo de 148 pb. Con lineas rojas se indican las secuencias de
DNA con las que el segmento en estudio exhibio niveles de similitud superiores al 80% de acuerdo al
programa BLASTN (Altschul et al., 1997). Las lineas punteadas unen segmentos de alta similitud
pertenecientes al mismo organismo. Se consigna la cepa de enterobacteria a la que pertenece cada
secuencia nucleotidica, el porcentaje de identidad y, cuando corresponde, el tipo de microcina que
produce. GI: isla genomica; PAI: isla de patogenicidad; IS2: secuencia de insercion 2. Con flechas se
representa la extension y direccion de transcripcion de los genes. Se indica el nombre de los genes mch de
E. coli H47 y se les asigna un numero dentro de las flechas, el que se repite en los genes homdlogos
encontrados en otros organismos. Se sefiala con flechas en negro tres genes truncados derivados de los
genes mcml, mcmA y mcmM. Estos ultimos genes, codificantes para MccM, estan presentes y se
consignan en otros sistemas antibidticos. Los numeros por encima de las flechas indican el porcentaje de
identidad de los productos génicos, de acuerdo al programa BLASTP 2.2.5 (Altschul et al., 1997).
Cuando hubo homologia a nivel de la secuencia aminoacidica y la identidad fue baja para la secuencia

nucleotidica, solo se representaron los genes.
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mchA. Se expresa en la direccion de izquierda a derecha (Figs. 4.1 y 4.2).
Codifica para una proteina de 372 residuos que presentd6 homologia significativa con
glicosiltransferasas de organismos procariotas, particularmente con el subgrupo de
proteinas IroB. MchA exhibi¢ altos porcentajes de identidad (71-99%) con las proteinas
IroB codificadas por los sistemas genéticos microcina M, H47 y E492 contenidos en
otras cepas entéricas y por el locus iroA de S. enterica. Ademas, presentd6 homologia,
con un maximo de identidad de 34%, con glicosiltransferasas de sistemas productores
de antibioticos policetonicos pertenecientes a los actinomicetes. Se corrobor6 a nivel de
secuencia nucleotidica la generacion de una fusion génica mchAj,-lacZ por la insercion
Tnlac;, en el plasmido pEX100.

mchS1. Se expresa en la direccion de derecha a izquierda, localizandose dentro
de la llamada zona silenciosa (Figs. 4.1 y 4.2). Codifica para una proteina de 421
residuos que presentd niveles significativos de homologia con esterasas de
enterobactina férrica, en particular con el subgrupo de proteinas IroD. MchS1 compartid
niveles elevados de identidad (55-98%) con las proteinas IroD codificadas por los
sistemas antibioticos M, H47 y E492 de otros organismos y por el locus iroA de S.
enterica. Ademas, presentd homologia, con un maximo de identidad de 27%, con
miembros del subgrupo Fes de esterasas de enterobactina. Se confirmd a nivel de
secuencia nucleotidica la generacion de una fusion génica mchSlszi-lacZ por la
insercion Tnlacs 4 en pEX100.

mchS2, mchS3 y mchS4. Se expresan en direccion de derecha a izquierda,
encontrandose dentro de la zona silenciosa (Figs. 4.1 y 4.2). Estos genes codifican para
proteinas de 77, 144 y 81 residuos, respectivamente. Comparadas contra los bancos de
datos, MchS2, MchS3 y MchS4 no presentaron homologias significativas. Sin embargo,
analizando la secuencia nucleotidica del sistema para las microcinas H y M de E. coli
CAA46, se encontraron los genes mchS2 y mchS3. De igual manera, se encontr6 el gen
mchS4 en los sistemas antibioticos H y M de las cepas de E. coli CA46, CASS, Nissle
1917 y CFTO073. Los genes mchS2 y mchS3 estan separados por una distancia de 16
nucledtidos, por lo que posiblemente conformen un operdn. Se ha determinado en este
trabajo que mchS2 es el gen estructural para una nueva microcina, denominada
microcina 147 (Mccl47), producida por el sistema genético MccH47. El gen mchS3
codifica para la inmunidad a esta microcina. Por otra parte, mchS4 codifica para una
proteina que promueve la produccion de enterobactina. El estudio de estos

determinantes genéticos serd ampliado en las siguientes secciones.
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mchX, mchl y mchB. Estos tres genes ya habian sido descritos a nivel genético
y molecular (Rodriguez & Lavia, 1998; Rodriguez et al., 1999). Se expresan de
izquierda a derecha y probablemente conforman una unidad transcripcional (Figs. 4.1 y
4.2). El gen mchX codifica para un péptido de 39 residuos de funcion atn no dilucidada
aunque se sabe que regula positivamente su propia expresion. El gen mchl codifica para
un péptido de 69 residuos que confiere inmunidad contra MccH47. El gen mchB es el
gen estructural para la MccH47, codificando para el péptido precursor antibidtico de 75
residuos. El andlisis contra los bancos de datos reveld que MchX, Mchl y MchB estan
presentes en el sistema MccH47 de las cepas de E. coli CA58, CA46, Nissle 1917 y
CFTO073.

mchC. Se expresa en direccion de izquierda a derecha (Figs. 4.1 y 4.2). Codifica
para una proteina de 516 residuos cuyo andlisis contra los bancos de datos concentrd la
mayor identidad (73-99%) con proteinas homoélogas pertenecientes a los sistemas
genéticos microcina H47, M y E492 de otros organismos. Al igual que en casos
anteriores, se corroboraron dos fusiones génicas: mchCge-lacZ y mchCyse-lacz,
generadas por las inserciones Tnlacs; y Tnlac; 3 en pEX100, respectivamente.

mchD. Se expresa de izquierda a derecha (Figs. 4.1 y 4.2). Codifica para una
proteina de 150 residuos que presenté homologia con aciltransferasas activadoras de
toxinas RTX de bacterias Gram negativas. MchD exhibio los mayores porcentajes de
identidad (88-100%) con proteinas homologas pertenecientes a los sistemas antibioticos
M, H47 y E492 de otras cepas entéricas. mchD comienza a 25 nucledtidos del final de
mchC, por lo que muy probablemente ambos genes conformen un operdn. Se corrobord
que la insercion Tnlacs s en pEX100 generaba una fusion génica mchDog-lacZ.

mchE y mchF. Estos dos genes ya habian sido descritos a nivel molecular
(Azpiroz et al., 2001). Se expresan en la direcciéon de izquierda a derecha y sus
secuencias codificantes se solapan 7 nucleétidos, indicando claramente que conforman
un operén (Figs. 1 y 2). Los productos de estos dos genes conforman el sistema
exportador de MccH47: MchF es el transportador ABC y MchE es el segundo
componente. MchE y MchF comparten altos niveles de similitud con homologos
pertenecientes a los sistemas productores de microcinas H47, M, E492 y ColV
contenidos en otras cepas de enterobacterias.

ORF48, ORF73 y ORF96. Los dos primeros se expresarian en direccion de
izquierda a derecha mientras que el tercero lo haria de derecha a izquierda (Figs. 4.1 y

4.2). El analisis de sus productos contra los bancos de datos reveld que presentan
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homologia casi total con tres proteinas del sistema genético MccM. Estas
comparaciones indicaron que los tres ORFs serian derivados truncados de los genes
mcm. El ORF48 compartié un 93% de identidad con los primeros 48 residuos de la
proteina de inmunidad a MccM (AC: Q83TS3). El ORF73 mostré un 100% de
identidad con los primeros 73 residuos del precursor de la MccM (AC: Q83TSI).
Finalmente, el ORF96 exhibi6 un 95% de identidad con la proteina McmM (AC:
Q6KDBO0), entre sus residuos 22 y 86. Este ultimo es el inico caso en que presentamos
un marco abierto de lectura para el que no se identificd una secuencia de tipo Shine-

Dalgarno y que por lo tanto seria un seudogen.

A la luz del andlisis genético de la secuencia nucleotidica, se detectaron
secuencias repetidas directas o invertidas que podrian tener una significacion funcional
por localizarse delante o detras de genes mch (Fig. 4.1). Concretamente, estas
estructuras se encontraron, de izquierda a derecha, en las siguientes localizaciones. 1)
Por delante de mchA se identificé un repetido invertido, presente en un total de tres
copias, que podria dar lugar a horquillas alternativas involucradas en la regulacion de la
expresion de este gen. 2) Después de mchA se encontré un repetido invertido con
estructura de tipo terminador de la transcripcién que podria operar tanto para este gen
como para mchS1. 3) Justo después del codon de terminacion de mchS2 se identifico un
repetido invertido, probable terminador de la transcripcion del supuesto operén
mchS3S2. 4) Por detras de mchB, se habia hallado previamente un repetido invertido
con estructura de tipo terminador de la transcripcion del operon mchXIB (Rodriguez et
al., 1999). 5) Por delante de mchC se identificé un repetido directo de 12 pb, sefal
caracteristica de un sitio de regulacion de la expresion génica. 6) A un lado y a otro del
codon de iniciacion de mchD se encontrd un repetido directo de 13 pb, que abarca la
secuencia de union a ribosoma y podria entonces estar involucrado en la regulaciéon a

nivel de la traduccion.

4.1. Maduracion del antibiético MccH47

Se analiz6 la relacion entre la sintesis del sider6foro enterobactina y la
produccion de MccH47 atendiendo a los siguientes antecedentes.
1) A partir de los datos de secuencia nucleotidica se identificaron en el sistema

genético MccH47 los genes mchA y mchS1, homoélogos a iroB e iroD,
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respectivamente. En aquel entonces, se sabia que estos genes integraban el locus
iroA, sometido a regulacion por hierro y presente en S. enterica. A juzgar por
homologias de secuencia, se proponia que IroB seria una glicosiltransferasa e
IroD una esterasa de enterobactina (Baiimler et al., 1996; Batimler et al., 1998).
2) Se sabia que la MccH47 es captada por las células de E. coli K12 a través de la
via de ingreso de los sider6foros de tipo catecol, entre ellos la enterobactina, i.e.
que utiliza los receptores de membrana externa Cir, Fiu y FepA asi como la via

TonB (Trujillo et al., 2001).

Estos antecedentes sugirieron que podria existir una relacion entre la sintesis de
enterobactina y la de MccH47, por lo que se iniciaron estudios en dos direcciones. Por
un lado, se analizo la produccion de enterobactina por parte de las cepas productoras de
MccH47. Por otro lado, se realizo el analisis inverso para determinar la produccion de
MccH47 de cepas eficientes y deficientes para la sintesis de enterobactina. Estos

estudios permitieron comprender la etapa de maduracion en la sintesis de MccH47.

4.2.1. Las estirpes portadoras del sistema genético MccH47 hiperproducen
enterobactina
Se ensay6 la produccion de sider6foros por parte de cepas portadoras del sistema
MccH47 en placas CAS, segin se describe en Materiales y Métodos. E. coli H47, asi
como la cepa hiperproductora de MccH47 RYC1000(pEX100), dieron lugar a halos
amarillos de aproximadamente 7 mm de didmetro. Por su parte, RYC1000(pACYC184),
isogénica a RYC1000(pEX100) pero sin el sistema antibidtico, asi como otras cepas de
E. coli K12 disponibles en el laboratorio, produjeron halos de 4 a 5 mm de diametro que
denominamos halos CAS basales (Fig. 4.3). Estos resultados indicaron que las cepas
portadoras del sistema MccH47 presentaban una produccion incrementada de actividad
quelante de hierro. Se analiz6 entonces si el propio antibiético MccH47 actuaba como
sideroforo. Para ello, se sembraron alicuotas de un extracto con actividad MccH47 sobre
una placa CAS, segun se describe en Materiales y Métodos. Al cabo de 24 horas de
incubacidn, no se observo halo amarillo, por lo que se descartd que la MccH47 fuera el

ligando de hierro hiperproducido (dato no mostrado).
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Considerando que la enterobactina es el sider6foro producido por todas las cepas
de E. coli, nos preguntamos si los grandes halos CAS generados por las estirpes
productoras de MccH47 podian corresponder a la hiperproduccion de enterobactina. Se
contaba en el laboratorio con la estirpe UT400, portadora de mutaciones en el sistema
ent, siendo entonces deficiente para la sintesis de enterobactina (Ent’). Se transformo
UT400 con el plasmido pEX100 y los clones resultantes se analizaron para su capacidad
de producir actividad quelante de hierro. No se observé halo amarillo sobre placa CAS,
comportandose igual que la estirpe de base UT400 (Fig. 4.3). Considerando que la
delecion de UT400 abarca cierta extension de DNA a los lados del sistema ent, era
importante corroborar que el fenotipo observado se debia especificamente a la ausencia
de los genes ent y no a la de otros genes adyacentes. Se procedid entonces a clonar el
sistema genético ent de forma ajustada para introducirlo en UT400 y en
UT400(pEX100). Es asi que se construyd el plasmido pENTL1, portador de todo el
sistema ent en un vector derivado del fago Mu, segun se explica en Materiales y
Métodos. Para poder introducir pENT1 en una cepa bacteriana, es necesario que ésta sea
lisbgena para Mu, de modo que exprese el represor del ciclo litico del fago e impida la
induccion cig6tica cuando ingresa el plasmido. Las estirpes UT400 y UT400(pEX100)
se hicieron entonces lisdgenas para el fago Muctsapr Y luego fueron transformadas con
PENT1. Analizadas en placas CAS, se observd que estas construcciones recuperaron la
capacidad de producir actividad quelante de hierro: UT400 Muctsapr(PENT1) generd un
halo amarillo de 12 mm de didmetro y UT400 Muctsapr(PENT1, pEX100) un halo de 8
mm de didmetro (Fig. 4.3). Estos resultados indicaron que la actividad quelante de
hierro hiperproducida por las cepas portadoras del sistema MccH47 dependia
estrictamente de la presencia del sistema ent y que seguramente era enterobactina.

Posteriormente, se procedié a buscar el determinante genético del sistema
MccH47 responsable de la hiperproduccion de actividad quelante de hierro. Para ello, se
transformo una estirpe Ent” con plasmidos portadores de distintos segmentos mch y los
clones resultantes se ensayaron sobre placas CAS. Sdélo aquellos clones que contenian el
gen mchS4 hiperprodujeron actividad quelante de hierro. Se construyd entonces el
plasmido pMVDS4, que sélo contenia el gen mchS4, segln se describe en Materiales y
Métodos. Este plasmido se utilizd para transformar las estirpes RYC1000 (Ent") y
UT400 (Ent) y los clones resultantes se ensayaron sobre placas CAS.
RYC1000(pMVDS4) gener6 halos CAS de aproximadamente 11 mm de didmetro
mientras que UT400(pMVDS4) no generd ningan halo (Fig. 4.3). Por lo tanto, la



30

hiperproduccion de actividad quelante de hierro promovida por mchS4 fue sintetizada a
través de la via Ent, pudiendo ser la propia enterobactina o catecoles monomericos
(DHB o DBS). Se descart6 que estos tltimos fueran responsables de los grandes halos
amarillos observados ya que gotas de una solucion concentrada de DHB (2mg/ml) no
variaron el color de una placa CAS (dato no mostrado). En conclusion, la
hiperproduccion de actividad quelante de hierro promovida por el sistema MccH47
correspondid al siderd6foro enterobactina.

Teniendo en cuenta que las cepas productoras de MccH47 nunca alcanzaron tan
altos niveles de produccion de siderdforo como los determinados por la sola presencia
de pMVDS4, se busco el determinante genético del sistema MccH47 que compensara
dicho efecto. Con este objetivo, la cepa RYC1000(pMVDS4) se transformé con una
serie de plasmidos portadores de distintos segmentos mch y los clones resultantes se
analizaron sobre placas CAS. Sélo aquéllos que contenian el gen mchS1 exhibieron
halos amarillos marcadamente reducidos. Es asi que se construyo el plasmido pUYS1,
que contenia s6lo mchS1, segun se describe en Materiales y Métodos. Las estirpes
RYC1000(pMVDS4, pUYS1) y RYC1000(pUYS1) dieron lugar a halos CAS muy
reducidos, incluso menores que los basales (Fig. 4.3). Considerando que MchS1
pertenece a la familia de las esterasas de enterobactina, se llevd a cabo un experimento
similar al anterior utilizando el plasmido pUY44. Este plasmido contenia el gen fes para
la esterasa de enterobactina del sistema ent. Se observé un comportamiento similar al
determinado por mchS1 (Fig. 4.3), sugiriendo que Fes y MchS1 tendrian el mismo
efecto sobre la hiperproduccién de enterobactina promovida por MchS4: la
enterobactina hiperproducida seria hidrolizada por la accién de Fes y/o MchS1l
determinando asi la reduccion del halo CAS.

Considerando que la expresion de los genes ent se encuentra regulada por la
disponibilidad de hierro, la produccion de sideroforos fue analizada en condiciones de
diferente disponibilidad de este metal, segun se explica en Materiales y Métodos.
Efectivamente, en presencia de altas concentraciones de hierro (10 pg/ml de
FeS0,.7H,0) las estirpes ensayadas mostraron una drastica reduccién de esta actividad
quelante: las cepas productoras de antibiotico, H47 y RYC1000(pEX100), no generaron
halos CAS mientras que RYC1000(pMVDS4) aun produjo halos amarillos, aunque
reducidos aproximadamente a la mitad de su diametro original. Por el contrario, las

mismas estirpes ensayadas en condiciones de menor concentracion de hierro (1/4 y 1/10
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de la previamente usada) dieron lugar a halos CAS, los que se incrementaron en tamario

a medida gue la concentracion de hierro decrecia (datos no mostrados).

4.2.2. La produccion de MccH47 depende del sistema genético ent

Se analiz6 la estirpe Ent portadora del sistema genético MccHA47,
UT400(pEX100), para su capacidad de producir antibidtico, segin se describe en
Materiales y Métodos. Sorprendentemente, UT400(pEX100) no generd ningln halo de
inhibicién del crecimiento mientras que la estirpe de referencia RYC1000(pEX100)
origind un halo de unos 18 mm de diametro (Fig. 4.4). Esta observacion indico que la
deficiencia en la sintesis de enterobactina podia afectar la produccion antibidtica. Para
evaluar esta posibilidad, se analizé si la introduccién del plasmido pENTL revertia el
fenotipo: la pareja de estirpes isogénicas UT400 Muctsapr(PEX100) (Ent) y UT400
Muctsapr(PENTZ, pEX100) (Ent”) se ensayd para su capacidad de producir antibidtico
(Fig. 4.4). La primera no produjo inhibicién del crecimiento mientras que la segunda
gener6 un halo de aproximadamente 14 mm de didmetro. Se corrobor6 asi que la
integridad del sistema ent era necesaria para producir MccH47.

Posteriormente, nos abocamos a determinar la etapa de la producciéon de
MccHA47 afectada en la estirpe UT400(pEX100): podia tratarse de un defecto en la
sintesis antibidtica o de un defecto en su secrecidn. Se sabe que las estirpes portadoras
del sistema MccH47 con mutaciones en los genes de secrecion antibidtica no generan
halos de antibiosis aunque contienen actividad en su interior: los extractos intracelulares
de estas estirpes inhiben el crecimiento de un tapiz de células susceptibles (Gaggero et
al., 1993). Para analizar si UT400(pEX100) era defectuosa para la secrecion de
MccHA47, se obtuvieron extractos intracelulares de esta estirpe y se ensayaron sobre un
tapiz indicador. Como control, se le realizdé el mismo procedimiento a un mutante de
secrecion afectado en el gen mchF. Luego de incubacion durante 24 horas, el extracto
de UT400(pEX100) no inhibio el crecimiento del tapiz mientras que el extracto control
si lo hizo. Por lo tanto, se descartd un defecto en la secrecion antibidtica, indicando que
la produccién de MccH47 estaba afectada en algin paso previo, i.e. en la sintesis
antibidtica. En este sentido, cabe recordar que la sintesis de MccH47 implica dos pasos:
la sintesis ribosémica del péptido precursor MchB y luego su maduracién, mediada por
los productos de los genes mchA, mchC y mchD. MchB posee efecto toxico de la misma
especificidad que la MccH47 sobre la propia célula que lo esta produciendo: las células

transformadas sélo con mchB no son viables (Rodriguez et al., 1999). Es asi entonces
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Figura 4.4. Produccién de MccH47. Picadas de las estirpes consignadas sobre una placa
de medio minimo con los aminoacidos requeridos por UT400 y FeSO,.7H,0 (10 ng/ml)
sembrada con un tapiz de RYC1000. Los halos de inhibicion del crecimiento corresponden
a la produccion de MccH47. Debajo de cada picada se muestra el didmetro aproximado del
halo producido por cada estirpe. La ausencia de halo de antibiosis se indica con un signo

de menos.
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que para analizar si el contexto Ent” impedia la sintesis del precursor antibidtico, UT400
se transformoé con el plasmido pMVD10, portador del gen mchB, y los transformantes se
seleccionaron en placas de LB Cm. No crecieron clones, lo que indicé que las células
habian sufrido el efecto toxico de MchB. Como control, la estirpe inmune a MccH47
UT400(pUY69) se transformd también con pMVDI0 y en este caso crecieron
abundantes clones. Por lo tanto, la deficiencia en la via Ent no impidio6 la expresion de
mchB ni tampoco que su producto proteico ejerciera efecto toxico. Estos resultados
indicaron que era el otro paso de la sintesis antibidtica, la maduracion del péptido
precursor, el que dependia de la integridad del sistema ent.

Una vez establecido el requerimiento del sistema ent para la sintesis de MccH47,
se procedio a analizar cudles de sus genes eran necesarios para ello. Cabe recordar que
este sistema genético determina la produccion de enterobactina (producto principal) asi
como también la de los catecoles monoméricos DHB y DBS. La primera etapa de la via
Ent genera el precursor de la enterobactina DHB y la segunda etapa produce
enterobactina a partir de dicho precursor (Earhart, 1996). En primer lugar, la estirpe
UT400(pEX100) se ensayd para su capacidad de producir MccH47 en presencia de
DHB, segun se describe en Materiales y Métodos. No se observaron halos de antibiosis,
por lo que se descartd que la primera etapa de la via Ent fuera suficiente para restaurar
el fenotipo de produccion antibidtica. Por lo tanto, se procedié a estudiar el posible
requerimiento de enterobactina para la sintesis de MccH47. Para ello, se construy6 una
estirpe eficiente para la produccion de DHB y deficiente para la sintesis de
enterobactina, introduciendo la delecion A(ompT-fepC)267 de UT400 en MC4100,
segin se describe en Materiales y Métodos. La estirpe resultante Ent” se denominé
FGB103. Como era esperado, FGB103 no produjo MccH47 al ser transformada con
pEX100 (Fig. 4.5A). La delecion A(ompT-fepC)267 remueve genes del sistema ent
involucrados en diferentes funciones relacionadas a la enterobactina: su sintesis (entD y
entF), su captacion (fepA, fepE y fepC) y su hidrolisis (fes). Se descartd que el receptor
de membrana externa FepA fuese necesario para la produccion antibiotica, ya que la
cepa FGB102(pEX100), portadora de la mutacion fepA:Tnl0, genero6 halos de antibiosis
de tamafio similar a los producidos por la estirpe de referencia RYC1000(pEX100).
Posteriormente, para analizar el posible requerimiento de los otros dos genes de
captacion, se construyo el plasmido pUY47, portador de los genes entD, fepA, fes y
entF. Este plasmido se introdujo por transformacion en la estirpe FGB103(pEX100) y

los clones resultantes se volvieron Ent” y productores de microcina (Fig. 4.5B)
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Por lo tanto, los genes fepE y fepC no eran necesarios para la produccion antibidtica.
Finalmente, se analizo el requerimiento del gen entF, cuyo producto es la sintetasa de
enterobactina, proteina indispensable para la sintesis de este sideréforo. Para ello,
FGB103(pEX100) se transformo con el plasmido pUY46, portador de los genes entD,
fepA y fes, y en este caso las células resultantes no produjeron enterobactina ni tampoco
MccH47 (Fig. 4.5C). Este resultado indico entonces que la sintetasa de enterobactina
EntF era necesaria para la produccion antibiotica. Mas aun, sabiendo que dicha enzima
es indispensable para la estructuracion del trimero ciclico enterobactina, este hallazgo
sugirié fuertemente que la propia molécula de enterobactina seria necesaria para la
maduracion del péptido precursor MchB.

Teniendo en cuenta los siguientes dos hallazgos: 1) que la produccion de
MccH47 depende de la sintesis de enterobactina, esta Gltima regulada por la
disponibilidad de hierro, y 2) que la cantidad de sideréforo producido y secretado por
las cepas productoras de MccH47 varia de acuerdo a la concentracion disponible de este
metal, nos preguntamos si también la produccion de MccH47 dependia de la
disponibilidad de hierro. Para ello, las estirpes H47 y RYC1000(pEX100) se ensayaron
para su capacidad de producir antibiético en placas de medio minimo con
concentraciones crecientes de hierro, segun se describe en Materiales y Métodos. Cabe
sefialar que en condiciones de disponibilidad de hierro los genes que codifican para los
receptores de MccH47, Cir, Fiu y FepA, estan reprimidos, por lo que la cepa indicadora
en estos experimentos es menos sensible al antibidtico (Trujillo et al., 2001).
Inesperadamente, los halos de antibiosis alcanzaron un tamario similar en todas las
concentraciones de hierro ensayadas, indicando que la disponibilidad de este metal no

afectaba significativamente la produccion de MccH47 (datos no mostrados).

4.3. El sistema genético MccH47 codifica para la produccién de una
segunda microcina, Mccl47

La busqueda de una segunda actividad antibidtica codificada por el sistema
MccHA47 fue alentada por las siguientes observaciones: 1) en la secuencia del sistema
MccH47 se encontraron dos genes, mchS2 y mchS3, cuya extension y disposicion
sugerian que podrian estar codificando para una posible pareja de actividad-inmunidad
antibiotica (Fig. 4.1), y 2) la comparacion de la secuencia de MchS2 con la de MchB
revel6 similitudes en ambos extremos de los péptidos: la region N-terminal presentd una

secuencia que se ajusto al consenso de los péptidos sefial de tipo ABC y la regién C-
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terminal exhibié una llamativa riqueza en serinas (Fig. 4.6). Cabe sefialar que estas
observaciones no encontraban soporte fenotipico: no se habia detectado que las cepas
portadoras del sistema genéetico MccH47 produjeran otra actividad antibidtica ademas
de MccH47. De todas formas, se emprendid la busqueda de esta segunda actividad, que

denominamos microcina 147 (Mccl47).

H47 MREITESQLRY 1SGA---GGAPATSANAAGAAAITVGALAG IPGGPLGVVVGAVSAGLTTAIGSTVGSGSASSSAGGGS
147 MRE 1 SDNMLDSVKGGMNLNGLPASTNV IDLRGKDMGTY I DANGACWAPDTPS I IM-YPGGSGPSYSMSSSTSSANSGS

Figura 4.6. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los péptidos precursores de MccH47 y
Mccl47. Se realizé con el programa Multalin (Combet et al., 2000). Los residuos idénticos se pintan en
amarillo y los conservados en gris. Se sefiala con una flecha el sitio de corte consenso del péptido sefial de
tipo ABC.

Considerando que en las condiciones ensayadas en el laboratorio para la
produccion de MccH47 no se producia una segunda actividad, al menos en forma
detectable, se pensé que esta ultima podia producirse en otras condiciones. Se procedio
entonces a buscarlas cultivando a diferentes temperaturas, en presencia de distintos
aminoacidos, compuestos catecdlicos, agentes que dafian el DNA y en condiciones de
disponibilidad o deprivacion de hierro. Teniendo en cuenta que las cepas eventualmente
productoras de Mccl47 producian siempre MccH47, la busqueda se realizé por prueba
de produccién antibidtica sobre un tapiz de células resistentes a MccH47.
Concretamente, se utilizé como indicadora la cepa FGB099, portadora de una mutacion
en el operdn atp que la hacia totalmente resistente a la accion de la MccH47 por carecer
de su diana de accion, la ATP sintetasa (Trujillo et al., 2001; Rodriguez & Lavifia,
2003). En estos ensayos se detectd la actividad Mccl47 en dos condiciones.

En presencia de mitomicina C se observo sisteméaticamente la aparicion de halos
turbios de antibiosis de hasta unos 8 mm de diametro (datos no mostrados). La
mitomicina C genera lesiones en el DNA, induciendo la respuesta SOS. Estos resultados
nos llevaron a pensar que la produccion de Mccl47 podia estar bajo la regulacion SOS.
Se procedié entonces a ensayarla en dos contextos: uno eficiente (RecA") y otro
deficiente (RecA") para la respuesta SOS. Sorprendentemente, en ambos contextos se
obtuvieron halos de antibiosis Mccl47. Por lo tanto, la produccion de Mccl47 en
presencia de mitomicina C no se enmarcé en la respuesta SOS. No disponiéndose de

una explicacion para este fenémeno, los experimentos fueron discontinuados.
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Se detecto la produccion de Mccl47 en condiciones de deprivacion de hierro,
adicionando el quelante 2,2 dipiridilo (DPP) a las placas del ensayo de produccion (Fig.
4.7). En estas condiciones las estirpes ensayadas generaron halos de antibiosis:
RYC1000(pEX100), RYC1000(pEX4) y RYC1000(pEX100::Tn5 76) produjeron halos
de ca. 10 mm de diametro. La ultima estirpe se incluyd ya que era deficiente para la
produccion de MccH47 y por lo tanto producia unicamente Mccl47. Cabe sefialar que a
las 24 horas de incubacion el tapiz de la cepa indicadora estaba crecido y se observaban
halos de antibiosis muy turbios. A medida que transcurrieron mas horas de incubacion
(hasta 72 horas), los halos aumentaron algo su diametro y adquirieron mayor claridad,
aunque nunca llegaron a presentar la nitidez de los halos MccH47.

Una vez detectada la Mccl47, se procedid a analizar si era codificada por el gen
mchS2 como se habia sospechado inicialmente. Se ensay6 entonces la produccién de
Mccl47 de la estirpe RYC1000(pEX4::Tn5 38), que porta el sistema MccH47 con una
mutacion en mchS2 por insercion del transposon Tn5. Por secuenciacion nucleotidica se
localiz6 dicha insercion a continuacién del codon 49 de mchS2 (Fig. 4.1). Esta estirpe
no origind ningun halo sobre la estirpe indicadora FGB099, fenotipo esperado para un
mutante en el gen de actividad antibi6tica. En un principio también se habia sospechado
que mchS3 podia ser el gen de inmunidad para Mccl47. Se procedio entonces a clonar
este gen, construyéndose el plasmido recombinante pMVDS3, segin se describe en
Materiales y Métodos. Introducido en FGBO099, la cepa resultante fue resistente a
Mccl47. Por lo tanto, se identific6 mchS3 como el gen de inmunidad a esta microcina.
Se corroboré ademas que las cepas portadoras del gen mchS3 fueron totalmente
sensibles a MccH47 y que las cepas portadoras del gen mchl (inmunidad a MccH47)
fueron totalmente sensibles a Mccl47. Por lo tanto, cada péptido de inmunidad fue
especifico para su correspondiente antibiético. En suma, mchS2 y mchS3 serian la pareja
de genes de actividad-inmunidad de la Mccl47.

Considerando que la pareja de genes de actividad-inmunidad de la Mccl47 se
encuentra inmersa en el sistema MccH47, cabia la posibilidad de que la produccion de
Mccl47 dependiera de las vias de maduracion y secrecion utilizadas por la MccH47. Se
analizo entonces el requerimiento de los genes de maduracion y secrecion de MccH47
para la produccion de Mccl47. Para ello, estirpes portadoras del sistema genético
MccH47 con mutaciones en cada uno de los genes de maduracién, mchA, mchS1, mchC
y mchD, asi como en el gen de secrecion mchE, se ensayaron para su capacidad de

producir Mccl47. Todas ellas fueron deficientes para la produccion de Mccl47 a



RYC1000 RYC1000
* (PEX100) (PEX4)

Figura 4.7. Produccion de Mccl47. Picadas de estirpes de E. coli K12 portadoras del sistema
genético MccH47 sobre una placa de medio minimo con DPP y sembrada con un tapiz de células
de FGB099. Cada columna muestra tres picadas de una misma estirpe. Los halos de inhibicion del
crecimiento corresponden a la produccion de Mccl47 luego de 72 horas de incubacion a 37° C.
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excepcion del mutante mchS1, que origind un halo claramente menor al producido por
la estirpe portadora de todo el sistema genético indemne (datos no mostrados). Estos
resultados indicaron que los genes mchA, mchC, mchD y mchE eran necesarios para
producir Mccl47, i.e. que esta segunda microcina presentaba los mismos requerimientos
de maduracion y secrecion que la MccH47. Ademas y al igual que para la MccH47, el
producto del gen mchS1 no fue indispensable pero si necesario para garantizar una
eficiente produccién de Mccl47. Recordando que para la maduracion de MccH47 son
necesarios no solo los genes de modificacion sino también la via de sintesis del
siderd6foro enterobactina, analizamos este Gltimo requerimiento ensayando la estirpe
Ent’ FGB103(pEX100) para su capacidad de producir Mccl47. Como era previsible, no
se observaron halos de antibiosis. Del conjunto de estos resultados, se deduce que la
Mccl47 utiliza la misma estrategia de sintesis y es exportada por el mismo sistema
transportador ABC que la MccH47.

Considerando que la etapa de maduracion confiere a la MccH47 la capacidad de
ser captada por las células susceptibles (Rodriguez et al., 1999), se analizé si la Mccl47
utilizaba la misma via de captacion que la MccH47. Para ello, se ensay0 el espectro de
accion de la Mccl47 sobre una coleccion de cepas de E. coli K12 mutantes simples,
dobles o triple de los receptores de catecoles Cir, Fiu y FepA, asi como sobre un
mutante TonB. Cabe sefialar que las estirpes indicadoras eran sensibles a ambas
microcinas, por lo que en este caso se ensay0 la cepa RYC1000(pEX100::Tn5 76),
incapaz de producir MccH47. Esta generd halos de antibiosis sobre todas las estirpes
indicadoras, excepto sobre el triple mutante Cir, Fiu y FepA y sobre la estirpe deficiente
para la via TonB (datos no mostrados). De esta forma, se comprobd que la Mccl47
ingresaba en las células susceptibles por la via de captacion de los catecoles.

Por lo tanto, las microcinas H47 e 147 compartieron una misma via de
maduracion que determin6 que ambas utilizaran la misma via de captacion para ingresar
en las células. Apareciendo los catecoles como moléculas clave en estos dos aspectos,
proponemos denominar “estrategia catecol” al recurso empleado por estos antibi6ticos

para su sintesis y captacion.

4.4. Existe un dominio de captacion en el péptido antibiético MccH47

Considerando que en la estrategia catecol la etapa de maduracion implicaria

modificaciones postraduccionales del péptido precursor, cabia suponer que existiese una
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region en los péptidos precursores que fuera reconocida por la maquinaria de
modificacion. Se trataria entonces de un dominio dedicado a hacer posible la captacion
antibiotica. En esta etapa nos abocamos a identificar dicho dominio.

Si este dominio existiera, tendria que estar presente en todas las microcinas que
utilizan la estrategia catecol. Si bien esta ultima se definio en base a las microcinas H47
e 147, se conocian otras dos microcinas, E492 y M, que también eran captadas por la via
de los catecoles y que por datos genéticos parecian estar muy emparentadas con las
anteriores (Lagos et al., 2001; Patzer et al., 2003). Se realiz6 entonces un alineamiento
de las secuencias aminoacidicas de los péptidos precursores de MccH47, MccE492,
MccM y Mccl47 (Fig. 4.8). Este analisis mostré dos regiones de homologia, situadas en
los extremos amino y carboxilo de los péptidos. En la porcion N-terminal se encontrd
el péptido sefial ABC donde reside el dominio de secrecion (Havarstein et al., 1994;
Rodriguez et al., 1999). La porcion C-terminal presenté una gran riqueza en glicinas y
serinas y supusimos que podia corresponder a un dominio de captacion. Si asi fuera, en
esta region se efectuarian las modificaciones postraduccionales sobre los péptidos

precursores que les conferirian la capacidad de ser captados por la via de los catecoles.

H47 ----MREITESQLRY ISGAGGAPATSA---——- NAAGAAATVGALAGIPGGPLGVVVGAVSAGLTTAl-——=—=—=—————————— GSTVGSGSASSSAGGGS
E492 MELRMREISQKDLNLAFGAGETDPNTQLLNDLGNNMAWGAALGAPGGLGSAALGAAGGALQTVGQGL IDHGPVNVPIPVLIGPSWNGSGSGYNSATSSSGSGS
M ----MRKLSENE1KQISGGDGNDGQAEL 1Al --GSLAGTFISPGFGSIAGAY 1GDKVHSWATTATVSPSMSPSGIGLS----~ SQFGSGRGTSSASSSAGSGS
147 ----MREISDNMLDSVKGGMNLNGLP-—--—-————— ASTNVIDLRGKDMGTY IDANGACWAPDTPS I IMY === === === ——~ PGGSGPSYSMSSSTSSANSGS

Dominio de secrecion ¢Dominio de captacion?

Figura 4.8. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los péptidos precursores de MccH47,
MccE492, MccM y Mccl47. Se realizé con el programa Multalin (Combet et al., 2000). Los residuos
idénticos se pintan en amarillo y los conservados en gris. Se sefialan con lineas los dominios N-terminal
de secrecion y el posible dominio C-terminal de captacion, este Gltimo con dos extensiones tentativas. Se
sefiala con una flecha el sitio de corte consenso del péptido sefial de tipo ABC.

Para probar la hipotesis planteada, se pensd en hacer construcciones hibridas
entre dos antibidticos peptidicos, uno de ellos MccH47. El otro antibi6tico debia
presentar distinta secuencia C-terminal, distinta estrategia de sintesis y distinta via de
ingreso a las células susceptibles. El disefio consistiria en afiadir a este dltimo
antibidtico la porcion C-terminal del péptido MccH47 y luego analizar si esta adicion
determinaba la adquisicion de la estrategia catecol para su sintesis y captacion. Se eligio
entonces otra microcina, la colicina V (ColV), que cumplia con los requisitos
planteados. Se produce como un péptido precursor de 103 aa., denominado CvaC, que
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no es modificado mas alla de la formacién de un puente disulfuro en su porcion C-
terminal. Luego es secretado por un sistema ABC al tiempo que se procesa en sus 15 aa.
N-terminales. ColV es captado por las células susceptibles a través de un Gnico receptor
de catecoles, Cir. Al no requerirse modificaciones postraduccionales, el sistema
genético ColV es muy sencillo, constando de: el gen de actividad cvaC, el gen de
inmunidad cvi, y los genes de secrecién cvaA y cvaB, homélogos a mchE y mchF del
sistema MccHA47. En cuanto a su diana de accién, ColV se diferencia de MccH47 en que
actua como ionoforo (Gilson et al., 1987; Gilson et al., 1990; Havarstein et al., 1994).
Consideramos entonces que las microcinas ColV y H47 serian paradigmas de dos
estrategias de sintesis y captacion: 1) la “estrategia ColV” y 2) la “estrategia catecol”,
respectivamente.

Para el disefio experimental se tuvo en cuenta una hipétesis adicional: la
existencia de un dominio C-terminal dedicado a la captacion antibidtica podia no estar
limitada a las microcinas que utilizan la estrategia catecol. En efecto, por ese entonces
se describio la secuencia aminoacidica de la microcina L (MccL) que resulté compartir
con ColV los 32 ultimos residuos en forma altamente conservada, incluyendo las
cisteinas para la formacién del puente disulfuro (Fig. 4.9) (Pons et al., 2004).
Consideramos que dicha region podia ser un dominio de captacion en estos antibioticos
y que entonces no seria necesaria para la toxicidad. Esta fue la base para parte de

nuestro disefio experimental.

S-S

MccL MREITLNEMNNVSGAGDVNWVDVGKTVATNGAGV IGGAFGAGLCGPVCAGAFAVGSSAAVAALYDAAGNSNSAKQKPEGLPPEAWNYAEGRMCNWSPNNLSDVCL
ColV  MRTLTLNELDSVSGGASGR--DIAMAIGTLSGQFVAGG IGAAAGGVAGGATYDYASTHKPNPAMSPSGLGGT IKQKPEGIPSEAWNYAAGRLCNWSPNNLSDVCL

L oss

Dominio de secrecion ¢Dominio de captacion?

Figura 4.9. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los péptidos precursores de MccL y
ColV. Se realiz6 con el programa Multalin (Combet et al., 2000). Los residuos idénticos se pintan en
amarillo y los conservados en gris. Se subrayan las cisteinas que forman el puente disulfuro consignado.
Con barras se sefialan los dominios N-terminal de secrecion y el posible dominio C-terminal de captacion,
este Gltimo con dos extensiones posibles. Se indica con una flecha el sitio de procesamiento ABC durante
la secrecion.

4.4.1. Construccion de fusiones génicas

La estrategia experimental consistio en construir fusiones génicas que dieran

lugar a péptidos quiméricos ColV-MccH47. Estos péptidos constaron de una “porcion
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basica”, formada por todo o por la mayor parte de CvaC incluyendo su extremo amino,
y de una “porcion terminal”, correspondiente a la porcion C-terminal de MchB (Fig.
4.10).

Péptido precursor ColV Péptido precursor MccH47
I
N (o} N C
MRTLTLNELDSVSGGASGRD IAMAIGTLSGQFVAGG IGAAA MRE I TESQLRY I SGAGGAPATSANAAGAAAIVGALAG
GGVAGGAI1YDYASTHKPNPAMSPSGLGGT I KQKPEG I PSEA IPGGPLGVVVGAVSAGLTTAIGSTVGSGSASSSAGGGS

WNYAAGRLCNWSPNNLSDVCL

A. Porciones basicas de ColV Porciones terminales de MccH47
N CO|V103 — C H47,,
N ColVg — H4719
B. Péptidos quimera ColV-MccH47
N s—— C ColVi3-H474;
N sess——— C ColVig3-H47 14
N m—— C ColVgy-H471;
N e C COlVgo-H4719

Figura 4.10. Disefio de sintesis combinatoria para la obtencion de péptidos quimera ColV-MccH47.
Arriba se representan con barras los péptidos precursores de los antibidticos ColV y MccH47 con su
secuencia aminoacidica. Se subrayan las porciones que integraran las quimeras. Para ColV: linea doble,
ColVgp; lineas doble y simple, ColVy03. Para MccH47: linea doble, H474;; lineas simple y doble, H474,.
Los nimeros indican los aminoacidos que contiene cada porcion. A) Porciones basicas y terminales
codificadas por los segmentos de DNA amplificados por PCR. B) Estructura de los péptidos quimera
ColV-MccH47.

La construccion de las quimeras se realizo en las etapas siguientes.

1) Obtencién y clonado de segmentos génicos. Se amplificaron por PCR

segmentos de DNA de los sistemas ColV y MccH47 que fueron los bloques para la
construccion de las fusiones. En ellas, el segmento del sistema ColV aportd las sefiales
de iniciacion de la expresion génica, el gen de inmunidad a ColV, cvi, y todo o parte del
gen de actividad cvaC. La secuencia cvaC codificaria para la porcion basica ColV, en la
que se esperaba que residiera la toxicidad del producto fusion. Por su parte, el segmento
procedente del sistema MccH47 aportdé la secuencia final de mchB, el codén de
terminaciéon y el terminador transcripcional. La secuencia mchB codificaba para la

porcién terminal de MccH47, que supuestamente contendria el dominio de captacion.
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Para la construccién de las fusiones, las porciones esenciales fueron los
segmentos de cvaC y mchB incluidos en las amplificaciones. Se siguié la nomenclatura
de indicar el numero de codones o de aminoacidos segun se hiciera referencia a estos
determinantes o0 a sus productos, respectivamente. Siguiendo el esquema planteado, se
amplificaron dos segmentos de DNA codificantes para la porcion basica de ColV: uno
que abarcé el gen completo cvaC sin el codon de terminacion, cvaCios (Fig. 4.11A), y
otro que abarco la mayor parte de cvaC, careciendo de los 13 ultimos codones, cvaCg
(Fig. 4.11B). ColVy careceria entonces de la porcion C-terminal de ColV, que contiene
las dos cisteinas involucradas en el puente disulfuro. Por otro lado, se amplificaron dos
fragmentos de diferente extension que codificaban para la porcion terminal de MccH47,
uno corto, que correspondi6 a los 11 Gltimos codones de mchB, mchBi; (Fig. 4.11C), y
otro mas largo, que correspondié a los 18 ultimos codones, mchBig (18 del fragmento
amplificado mas uno que se adicionara al formar la fusion) (Fig. 4.11D). EI nimero de
codones consignado no incluy6 el codon de terminacion.

Todas las amplificaciones se realizaron con oligonucleétidos de sintesis que
cumplieron con los siguientes requerimientos: 1) poseer secuencia complementaria a los
extremos de la region a amplificar, 2) incluir un sitio de restriccion (Mfel) que
permitiera posteriormente la unién de fragmentos para la formacion de las fusiones
génicas, y 3) prever el mantenimiento de la fase de lectura entre las dos porciones que
formarian luego cada una de las fusiones, afadiendo un nucleétido cuando fue
necesario. Para el cumplimiento de los dos Gltimos requerimientos se tuvo también en
cuenta que los codones adicionales que se crearan en el sitio de union codificaran para
aminoéacidos hidrofdbicos (Fig. 4.12).

Una vez obtenidos los fragmentos de amplificacion, se clond cada uno de ellos
en un vector de elevado nimero de copias (pUC13) y los plasmidos recombinantes se
introdujeron en células de E. coli K12, segun se describe en Materiales y Métodos. En
el caso de los clones portadores de los segmentos codificantes para las porciones basicas
ColV se observé un crecimiento muy lento, con importante inestabilidad genética
(sobrecrecimientos). Es por ello que se clonaron nuevamente estos fragmentos en un
vector plasmidico de menor numero de copias, segun se describe en Materiales y
Métodos. En este caso, se obtuvieron estirpes con buen crecimiento, estables, con las
que se continud trabajando. Los clones portadores de los segmentos codificantes para
las porciones terminales MccH47 clonados en pUC13 presentaron buen crecimiento.
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A.

» PViz caja Fur

»

cctcctacccttcactcttgactatigttaacgataatcattatcgttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M DR KR T KL EULULFATF 11

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 YD CVFIRGIKDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M HTFCFSALMSAICYTFVGDNYYS

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
Il S DK 1T KRR S Y ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G ASGRDIAMAIGTL S GQF V A GG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgca
AAA A G GV A G GAI Y DY ASTHIKPNPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M s P S G L GG T I K Q K P E G I P S E A W N
MFel
atgctgcgggaagattgtgtaattggagtccaaataatcttagtgatgtttgtttagcaattg
Y AAGRLCNWSWPNNILSDV C L
PV;03¢

B.

> pViz caja Fur
cctcctacccttcactcttgactatigttaacgataatcattatdgttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M DR KR TKLEULULFATF 11

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 YD CVFIRGIKDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M HTFGCFSALMSAICYTFVGDNYYS

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
Il S DK 1 KRR SY ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G ASGRDIAMAIGTL S GQF V AGG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgca
AAA A G GV A G GAI YDYASTHIKPNPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M S P S G L G G T 1 KQ KPEG1 P S E A W N
MFel
atgctgcgggaagattggcaattg
! A A G R L

PVgo
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C.

5 PH1;

Mfel
caatt gtagtgccagttcttctgctggtggcggtagctaattataattttatttattttacaggcactt
6 S A S S S AGGG S =*

tttcgatagtgcctgtaaaatatatccctttcgtttaaagcagatagaagatccatttataagtgtgttt

ttatgttcaacactttactgatgaagatatgattta
PHder _

» PHio

MFel
caattglgctcgaccgtgggaagtggtagtgccagttcttctgctggtggcggtagctaattataatttta
Il 6 S TV G SGS ASSSAGG GG s =*

tttattttacaggcactttttcgatagtgcctgtaaaatatatccctttcgtttaaagcagatagaagat

> &
» <

ccatttataagtgtgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgattta
PHder

Figura 4.11. Fragmentos de amplificacién para la construccion de fusiones génicas. Se muestra la
secuencia nucleotidica de los segmentos de DNA amplificados por PCR de los sistemas ColV (Ay B) y
MccH47 (C y D). Se indica con flechas la extension y direccion de los oligonucle6tidos cebadores
usados. Se pintan en colores las secuencias de DNA de los segmentos amplificados correspondientes a los
oligonucle6tidos: en amarillo secuencia del sistema antibidtico, en gris el sitio de restriccion Mfel y en
celeste el nucledtido adicionado para mantener el marco abierto de lectura de las futuras fusiones génicas.
En los fragmentos del sistema ColV, se subraya con verde la regién promotor-operador y dentro de ésta
se recuadra la caja Fur. En los fragmentos del sistema MccH47, se sefiala con un asterisco rojo el codén
de terminacién de mchB y con flechas grises el repetido invertido que corresponde al terminador
transcripcional. Debajo de la secuencia nucleotidica se indican las secuencias aminoacidicas: en negro la
de la proteina de inmunidad a ColV, Cvi; en azul la de ColVp3 (A), ColVg (B); y en rojo la de H47,, (C)
y H47y4 (D).
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2) Construccién de las fusiones génicas. Se construyeron las fusiones génicas

que codificaban para las quimeras ColVip3-H4711, ColVip3-H4719, ColVgo-H471; y
ColVgo-H4719 (Fig. 4.12). Los plasmidos recombinantes portadores de cvaCigsy cvaCop
se digirieron con Mfel y Pstl y se ligaron a fragmentos Mfel-Pstl que contenian los
determinantes mchB1; y mchBjg. De esta forma, se obtuvieron los plasmidos portadores
de las fusiones: cvaCioz-mchBi1, cvaCigs-mchBig, cvaCgo-mchBi; y cvaCgo-mchBig. En
las construcciones con mchBj; se afiadieron dos codones en el sitio de unién (Fig. 4.12).
Los plasmidos portadores de las fusiones se introdujeron en células de E. coli K12 y los
clones resultantes presentaron buen crecimiento. Se corroboré la estructura de los
plasmidos por anélisis fisico y se confirmaron las cuatro fusiones génicas por
secuenciacion nucleotidica. Se corrobor6 también que todos los clones fueron inmunes
a ColV.

Una vez construidas las fusiones, eéstas debian ser analizadas funcionalmente
para determinar si codificaban para una actividad antibiotica y en qué condiciones ésta
tenia lugar. Para ello, era necesario introducir los plasmidos portadores de las fusiones
en distintos contextos genéticos que involucraban otros plasmidos recombinantes. Por lo
tanto, fue necesario tener en cuenta las compatibilidades plasmidicas. Atendiendo a
estos requerimientos, los insertos que contenian cvi y las fusiones genicas se clonaron
en el vector plasmidico pBR322, segun se describe en Materiales y Métodos. De esta
forma, no hubo incompatibilidad entre los plasmidos portadores de las construcciones
hibridas (replicon pMB1) y los pldsmidos que generaron los distintos contextos
genéticos ensayados (replicon p15A). Los nuevos plasmidos portadores de las fusiones
recibieron los siguientes nombres: pFC103-11, pFC103-19, pFC90-11 y pFC90-19,

siguiendo la nomenclatura numeérica de las correspondientes fusiones.

4.4.2. Analisis de la produccion antibidtica de las estirpes portadoras de las
fusiones génicas

Nos abocamos a dilucidar si los péptidos quiméricos podian tener actividad
antibiodtica en algun contexto genético. Todos los ensayos de produccidn antibiotica se
realizaron en condiciones de deprivacion de hierro, adicionando DPP a las placas. De
esta forma, se indujo la expresion de las fusiones génicas ya que éstas mantenian la
region promotor-operador del operdn cvicvaC, donde se encuentra la caja Fur (Fig.
4.12).
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1 . CV&C103-mCh Bi1

caja Fur
cctcctacccttcactcttgactaﬂgttaacgataatcattatdgttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M DR KR TIK L EULULFAF 11

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 YD CVFIRGIKDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M H TFCUF S ALMSAI CY F V G DNY Y S

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
Il S DK 1T KRR S Y ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G ASGRDIAMAIGTL S GQF V AGG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgca
AAA A G GV A G GAI Y DY ASTHIKPNPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M s P S G L GG T I K Q K P E G I P S E A W N
MFel

atgctgcgggaagattgtgtaattggagtccaaataatcttagtgatgtttgtttagcaattg/gtagtgce
Y AAGRLCNWSWPNNWLSDVCLAI G S A

cagttcttctgctggtggcggtagctaattataattttatttattttacaggcactttttcgatagtgec
S S S AGGG S *

tgtaaaatatatccctttcgtttaaagcagatagaagatccatttataagtgtgtttttatgttcaacac

tttactgatgaagatatgattta
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2 . CV&C103-mCh Big

caja Fur
cctcctacccttcactcttgactaﬂgttaacgataatcattatdgttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M DR KR TIK L EULULFAF 11

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 YD CVFIRGIKDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M H TFCUF S ALMSAI CY F V G DNY Y S

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
Il S DK 1 KRR S Y ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G AS GRDI A MAIGTL S GOQFV AGG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgca
AAA A G GV A G GAIlI YDYASTHIKPNUPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M S P S GL G GT 1 KQ KPEG1 P S E A WN
MFel
atgctgcgggaagattgtgtaattggagtccaaataatcttagtgatgtttgtttagcaattggctcgac
Y AAGRLT CNWSWPNNLSDUVCLAIGS ST

cgtgggaagtggtagtgccagttcttctgctggtggcggtagctaattataattttatttattttacagg
VGSGSASSSAGTG GG S =*

cactttttcgatagtgcctgtaaaatatatccctttcgtttaaagcagatagaagatccatttataagtg

tgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgattta
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3. cvaCog-mchBy;

caja Fur
cctcctacccttcactcttgactaﬂgttaacgataatcattatdgttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M DR KR T KL EULULFATF 11

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 YDTCVFIRGIKDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M H TFCJF S ALMSAI CY F V G DNY Y S

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
Il S DK 1 KRRSY ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G AS GRDI A MAIGTL S GOQFV AGG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgca
AAA A G GV A G GAI YDYASTHIKPNPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M S P S G L G G T 1 KQ KPEG1T P S E A W N
MFel
atgctgcgggaagattggcaattggtagtgccagttcttctgctggtggcggtagctaattataatttta
Y AAGRULAI GSASSSAGSGG S =

tttattttacaggcactttttcgatagtgcctgtaaaatatatccctttcgtttaaagcagatagaagat

ccatttataagtgtgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgattta
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4, cvaCog-mchBig

caja Fur
cctcctacccttcactcttqactaﬂqttaacqataatcattatdqttagtgtttgtgtggtaatgggat

agaaagtaatgggataaaaagtaatggatagaaaaagaacaaaattagagttgttatttgcatttataat
M D R KR T K L E L L F A F 1 1

aaatgccaccgcaatatatattgcattagctatatatgattgtgtttttagaggaaaggactttttatcc
N A T A1 Y I AL A1 Y DT CVFIRGIKUDF L S

atgcatacattttgcttctctgcattaatgtctgcaatatgttactttgttggtgataattattattcaa
M HTFOCUFSALMSA AI CY F V G D NY Y S

tatccgataagataaaaaggagatcatatgagaactctgactctaaatgaattagattctgtttctggtg
I S DK 1 KRR S Y ENSD S K -
M R T L T L N E L D S V S G

gtgcttcagggcgtgatattgcgatggctataggaacactatccgggcaatttgttgcaggaggaattgg
G ASGRDIAMAIGTL S GQF V AGG I G

agcagctgctgggggtgtggctggaggtgcaatatatgactatgcatccactcacaaacctaatcctgea
AAAAG GV A G GAI1 YDYASTHIKUPNPA

atgtctccatccggtttagggggaacaattaagcaaaaacccgaagggataccttcagaagcatggaact
M S P S G L GG T I K Q K P E G I P S E A W N
MFel
atgctgcgggaagattggcaattggctcgaccgtgggaagtggtagtgccagttcttctgectggtggegg
Y AAGRULAI GSTVGSGSAS S S AG G G

tagctaattataattttatttattttacaggcactttttcgatagtgcctgtaaaatatatccctttegt
S *

ttaaagcagatagaagatccatttataagtgtgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgatt
ta

Figura 4.12. Segmentos de DNA clonados que contienen las fusiones génicas. Se muestran los
segmentos clonados que contienen las fusiones génicas: 1. cvaCig3-mchByj, 2. cvaCigz-mchByg, 3. cvaCyg-
mchBy; y 4. cvaCgo-mchBy, Y las secuencias aminoacidicas deducidas. Se utilizan los mismos codigos de
sefializacion que en la figura 4.11. En la secuencia aminoacidica de los péptidos hibridos se mantiene el
azul para los residuos ColV, el rojo para los MccH47 y se sefialan en negro sobre fondo gris los residuos
adicionales generados en el punto de union.
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En primer lugar, estirpes derivadas de RYC1000 portadoras de los plasmidos
con las fusiones se ensayaron para su capacidad de producir antibiotico. Ninguna de
ellas gener6 halos de antibiosis (Fig. 4.13A). A continuacién se ensay6 la produccion en
dos contextos genéticos correspondientes a las dos estrategias, ColV y catecol.

1) Produccion antibidtica segiin la estrategia ColV. Considerando que la

produccion natural de ColV se basa en la sintesis del péptido antibidtico y su secrecion
por un sistema ABC, la produccion de las quimeras se ensayd en un contexto que
incluyd los determinantes para la exportacion ABC. Por razones de disefio
experimental, convenia utilizar el sistema exportador MccH47 en lugar del de ColV.
Para probar si esta secrecion heterdloga ocurria, se ensayd primero la capacidad del
sistema exportador de MccH47 para secretar ColV salvaje. Se disponia de un plasmido
recombinante (pMVD41) con los genes de secrecion mchE y mchF del sistema
MccH47, homdlogos a los genes de secrecion cvaA y cvaB del sistema ColV. Este
plasmido se introdujo en la estirpe RYC1000(ApUY270), portadora de los genes cvaC y
cvi. RYC1000(ApUY270, pMVD41) produjo eficientemente actividad ColV, a
diferencia de RYC1000(ApUY270) que no dio lugar a halos de antibiosis (Fig. 4.13).

Se procedi6 entonces a analizar la produccion antibidtica de las cepas portadoras
de las fusiones en presencia de los genes mchE y mchF. Se utilizo la estirpe indicadora
FGBO099, resistente a MccH47. Las construcciones que codificaban para los péptidos
quiméricos ColVi3-H47,; y ColV¢3-H47,9 generaron halos de 4 a 5 mm de diametro
mientras que las codificantes para ColVgy-H47;; y ColVyy-H479 no produjeron halos
(Fig. 4.13A). Para corroborar la especificidad antibidtica, la misma prueba se realizod
sobre una estirpe inmune a ColV [FGB099(pUYcvi)], no observandose la aparicion de
halos. Estos resultados indicaron que los péptidos quiméricos con la porcion basica
ColV 3 tenian actividad antibidtica de especificidad ColV, no requerian modificaciones
postraduccionales y se sintetizaban segun la estrategia ColV. Por otra parte, los péptidos
hibridos de base ColVy, no tenian la actividad antibidtica.

Posteriormente, se analizo6 la captacion de los péptidos quiméricos con actividad
antibiotica ColV,3-H47,; y ColV,03-H47,9. Para ello, las estirpes RYC1000(pMVD41,
pFC103-11) y RYC1000(pM VD41, pFC103-19) se picaron sobre un conjunto de cepas
de E. coli K12 mutantes para los receptores de catecoles. No se observé inhibicion del
crecimiento sobre los tapices mutantes para el receptor de membrana externa Cir (Fig.

4.14). Por lo tanto, las actividades antibidticas utilizaron la via de captacion
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determinada por la estrategia ColV, ingresando a las células susceptibles a través de un
unico receptor de catecoles, Cir.

2) Produccién antibidtica segun la estrategia catecol. Se ha determinado que la

produccion de MccH47 comprende la sintesis del péptido precursor, la maduracion del
mismo y la posterior secrecion de la molécula madura por un sistema ABC. Para la
etapa de maduracion antibiotica se requiere de los productos de los genes mchA, S1, Cy
D asi como de la integridad de la via Ent. De esta forma, se le imprimen modificaciones
postraduccionales al péptido precursor que determinan la captacion del antibidtico por
la via de los catecoles. En cuanto a la secrecion, son necesarios los productos de los
genes MChE y mchF. Se introdujeron entonces los plasmidos portadores de las fusiones
en RYC1000(pEX100), un contexto genético eficiente para la sintesis de enterobactina
(Ent") y que contenia el sistema MccH47 entero. Al utilizar la estirpe MccH47®
FGB099 como indicadora, s6lo se observaria actividad antibidtica de especificidad
ColV. En este contexto, ColV;¢3-H47,; y ColV,03-H47,9 produjeron halos de entre 3 y 4
mm de didmetro, y ColVgp-H47,; y ColVg-H47,9 generaron halos de ca. 12 mm y 14
mm de didmetro, respectivamente (Fig. 4.13B). Analizada la producciéon sobre
FGB099(pUYcvi), una estirpe resistente a MccH47 ¢ inmune a ColV, no se observo
ningun halo, corroborando la especificidad antibidtica ColV de las producciones. Por lo
tanto, la capacidad deletérea ColV se manifest6 ahora en los péptidos hibridos de base
ColVyy, que carecian de los 13 aa. C-terminales de CvaC. Ademads, la actividad
antibiotica de los péptidos de base ColVy, dependid de la presencia del sistema
MccH47, sugiriendo que estos péptidos se modificarian segun la estrategia catecol.

Para probar el enrolamiento de los péptidos quiméricos en la estrategia catecol,
se procedio a ensayar los requerimientos correspondientes. Teniendo en cuenta que en
presencia del sistema MccH47 la actividad de los péptidos hibridos de base ColVg3
disminuy6 sensiblemente, este analisis solo se realizd para ColVgp-H47,; y ColVg-
H47,9. Es asi que se evalud la necesidad de los genes de modificacion, de secrecion y de
la via Ent. En primer lugar, los plasmidos portadores de las fusiones se introdujeron en
un conjunto de estirpes de base RYC1000 portadoras de derivados de pEX100 con
mutaciones en cada uno de los genes de sintesis (mchA, S1, B, C, D) y en uno de
secrecion (MchE). Las estirpes resultantes se ensayaron para su capacidad de producir
antibiotico sobre un tapiz de FGB099 (Fig. 4.13B). No se observaron halos en los
contextos deficientes para la sintesis de MchA, MchC, MchD y MchE. Sin embargo, en

el mutante para mchB, ColVy-H47; y ColVgy-H4719 generaron halos de unos 11 mm
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de didmetro y en el mutante para mchS1 produjeron halos de entre 12 y 14 mm. Por lo
tanto, la produccion antibidtica de estos péptidos hibridos tuvo los mismos
requerimientos de modificacion y secrecion que la MccH47. En este sentido, todos los
ensayos de produccion se realizaron también sobre la estirpe MC4100(pUYcvi) para
detectar actividad MccH47, la que se manifestd por la generacion de halos de antibiosis
en aquellos contextos que aseguraban su sintesis y secrecion (datos no mostrados). Cabe
sefalar que, en todos los casos, la quimera ColVg-H47;9 determin6 la producciéon de
halos algo mas grandes que los correspondientes a la quimera ColVgy-H47,;.

Faltaba evaluar el requerimiento de la via Ent. Antes que nada, se determind que
esta via no era necesaria para producir ColV salvaje. Se confirm6 que esto era asi
transformando la estirpe Entt FGB103 con el plasmido pUY270 y ensayando su
capacidad de producir ColV: FGB103(pUY270) generd halos de tamafio similar a los
producidos por la estirpe control Ent” MC4100(pUY270). Posteriormente, los plasmidos
portadores de las fusiones de base ColVyy se introdujeron en la estirpe
FGB103(pEX100) y se ensayaron para su capacidad de producir antibiotico. Como era
esperado, las quimeras no produjeron halos de antibiosis (datos no mostrados). Por lo
tanto, la actividad antibiotica de los péptidos de base ColVyy fue estrictamente
dependiente de la integridad de la via Ent.

En suma, los resultados indicaron que las quimeras ColVgy-H47;; y ColVgo-
H47,9 fueron susceptibles de ser modificadas segun la estrategia catecol y luego
secretadas por el sistema ABC de la MccH47. Estas modificaciones deberian entonces
determinar la captacion de estos antibidticos quiméricos por cualquiera de los tres
receptores de catecoles de E. coli K12.

Se analizo la via de captacion de los antibidticos quiméricos de base ColVy
producidos segun la estrategia catecol. Para ello, se realizaron ensayos de produccion
utilizando como indicadoras estirpes mutantes para los receptores de catecoles Cir, Fiu
y FepA. Teniendo en cuenta que dichas estirpes son sensibles tanto a ColV como a
MccH47, los plasmidos portadores de las fusiones se introdujeron en
RYCI1000(pEX100::Tn5 76), contexto deficiente para la produccion de MccH47. Se
observaron halos de antibiosis sobre aquellas cepas que poseian indemne cualquiera de
los tres receptores para catecoles mientras que el triple mutante de receptores fue
totalmente resistente (Fig. 4.14). Por lo tanto, las actividades antibidticas utilizaron la
via de captacion determinada por la estrategia catecol, i.e. ingresaron a las células

susceptibles a través de cualquiera de los receptores para catecoles, Cir, Fiu o FepA.
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Figura 4.13. Actividad antibiética de los péptidos quiméricos ColV-MccH47 segun las estrategias ColV y catecol. Ensayo de produccion
antibiotica sobre placas de medio minimo suplementadas con DPP y sembradas con un tapiz de FGB099. Arriba se muestran las cepas control. Abajo,
picadas de cepas experimentales, todas derivadas de RYC1000. A) Picadas de las estirpes productoras de las quimeras: en la linea superior, solas; en el
resto de la placa, en presencia de los genes de secrecion mchEF del sistema MccH47 (pMVD41) (cuatro picadas por cepa). B) En la linea superior,
picadas de las estirpes productoras de las quimeras en presencia del sistema MccH47 (pEX100) (dos picadas por cepa). En el resto de la placa, picadas
de las estirpes portadoras de las fusiones para péptidos de base ColV,, en los contextos genéticos mutantes del sistema MccH47 consignados (dos
picadas por cepa).
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5. DISCUSION

La secuencia nucleotidica del sistema MccH47 y de sus regiones flanqueantes de
la cepa E. coli H47 exhibid las caracteristicas tipicas del Ilamado “genoma flexible”;
esencialmente, distinto contenido G+C con respecto al promedio del genoma de E. coli
K12 (Blattner et al., 1997) y ausencia de secuencias pertenecientes al genoma basico.
Conociendo que el sistema MccH47 se localiza en el cromosoma bacteriano (Lavifia et
al., 1990), se deduce entonces que integra una isla gendémica. En efecto, en los analisis
comparativos, la secuencia analizada exhibié una alta identidad con islas gendmicas de
distintas cepas de enterobacterias. Mas aun, varias de estas islas han sido catalogadas
como islas de patogenicidad, destacandose la isla de patogenicidad serX de la cepa
uropatégena E. coli CFT073 (Welch et al., 2002). Ademas, estos analisis sugirieron una
estructura en mosaico dentro de la secuencia analizada, tipica del genoma flexible,
puesto que los perfiles de similitud fueron distintos para el sistema MccH47 y para cada
una de sus regiones flanqueantes. Las secuencias mch se encontraron limitadas por un
extenso repetido directo que parece sefialar los extremos de una unidad genética. Las
islas gendmicas suelen presentar estructuras de este tipo en sus extremos, las que se
interpretan como el resultado de la integracion de la isla en el cromosoma bacteriano
(Hacker & Kaper, 2000). El conjunto de estos datos indica que el sistema genético
MccH47 esta integrando una isla gendmica de la cepa E. coli H47, que tal vez esta isla
sea de patogenicidad y que el sistema MccH47, comprendido entre los repetidos
directos, seria una pequefia isla dentro de una isla mayor. Esta pequefia isla mch podria
ser un elemento genético capaz de movilizarse en blogue de un replicén a otro y, de esta
forma, transferirse de una cepa a otra. Tales posibilidades son caracteristicas del
genoma flexible, formado por estructuras dindmicas en constante adquisicion, pérdida y
reorganizacion de genes (Hacker & Carniel, 2001; Dobrindt et al., 2004).

El sistema MccH47 se halld en otras cuatro cepas de E. coli (CA46, CA5S,
CFTO73 y Nissle 1917) (Welch et al., 2002; Patzer et al., 2003; Grozdanov et al., 2004).
En ninguna de ellas se encontré el repetido directo, ya sea porque los datos de secuencia
no se extendieran lo suficiente (CA46 y CA58) o porque, aunque las secuencias
dilucidadas fueron muy extensas, los repetidos no estaban (CFT073 y Nissle 1917).
Cabe sefialar que en estas dos Gltimas cepas los genes para la antibiosis MccH47 se

encuentran en una isla de unas 97 kb, idéntica en los dos organismos. En la cepa
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uropatogena CFTO073, esta isla ha sido catalogada como isla de patogenicidad mientras
que en la cepa Nissle 1917, comercializada como probidtico, ha sido descrita como isla
gendmica. A diferencia de CA46 y CA58, en CFT073 y Nissle 1917 los genes MccH47
estan distribuidos en dos loci dentro de la misma isla: los genes de tipo iroB e iroD se
hallan integrando el locus iroA y los genes restantes estan agrupados en un locus mch
separado del anterior por unas 15 kb (Welch et al., 2002; Grozdanov et al., 2004).
Presumimos que esta disposicion de los genes MccH47 corresponde a un estadio
evolutivo anterior al alcanzado en la cepas H47, CA46 y CA58, en las que estos genes
se han compactado en un Unico sistema. Esto hace pensar que CFT073 y Nissle 1917 en
algun momento adquirieron el locus mch y que éste alcanzo funcionalidad gracias a la
cooperacion del locus iroA residente, que aportd los productos de los genes iroB e iroD
para la produccién antibidtica. De acuerdo con esta hipétesis, se ha descrito que la cepa
Nissle 1917 es poco eficiente para la produccion de MccH47, siendo esta ultima de
dificil deteccién (Grozdanov et al., 2004). Seguramente, la compactacion de todos los
genes para la antibiosis MccH47 en un Unico locus implique, mas alla de su
agrupamiento fisico, el reclutamiento de los genes iroBD para integrar un circuito
regulatorio dedicado a la eficiente produccidn antibiotica.

En este trabajo se encontr6 que existe una relacién entre la sintesis del
antibidtico MccH47 y la de sideroforos de tipo catecol. En principio, cuatro lineas de
evidencia sostienen esta vinculacién: 1) la presencia del sistema genético MccH47
determina que las cepas que lo contienen hiperproduzcan enterobactina; 2) la via de
sintesis de enterobactina es necesaria para la produccion de MccH47; 3) el sistema
MccH47 contiene genes homdlogos de iroB e iroD, y 4) la MccH47 utiliza para su
captacion en E. coli K12 cualquiera de los tres receptores de catecoles Cir, Fiu o FepA.

Se demostrd que el gen entF, enzima responsable del ensamblaje final de la
enterobactina (Crosa & Walsh, 2002), es necesario para la produccion de MccH47. Por
lo tanto, si bien no se analizo el requerimiento de otras enzimas de la via Ent, este
resultado sugiere que la propia molécula de enterobactina estaria involucrada en alguna
de las etapas de la produccién de MccH47. Se pudo descartar la participacion de la via
Ent en la sintesis del precursor peptidico MchB asi como en la secrecion de MccH47.
En el proceso de produccion antibiotica sélo resta la etapa de maduracion, por la que se
imprimirian modificaciones postraduccionales al péptido precursor. Consideramos
entonces que la via Ent podria aportar un grupo catecol para la sintesis antibiotica en
esta etapa. Se habia determinado anteriormente que las modificaciones
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postraduccionales confieren al antibiético la capacidad de ingresar en las células
(Rodriguez et al., 1999), de modo que ahora proponemos que el supuesto componente
catecol seria responsable de la captacidon antibidtica a traves de los receptores de
catecoles.

Otro elemento importante en la discusion de estos aspectos es la presencia de los
genes iroB (mchA) e iroD (mchS1) en el sistema MccH47. En 2003 se describid que el
locus iroA era un sistema genético para la sintesis y captacion de unos sider6foros de
tipo catecol que se denominaron salmoquelinas. Este locus es un integrante permanente
del cromosoma de S. enterica y también se le ha encontrado en el cromosoma de
algunas cepas de E. coli, frecuentemente uropatdgenas (Hantke et al., 2003; Grozdanov
et al., 2004). La estructura de las salmoquelinas ha sido recientemente determinada: se
trata de derivados C-glucosilados de enterobactina, con una, dos o tres glucosas
adicionadas a los anillos catecol. También se han observado derivados lineales de estas
estructuras en los sobrenadantes de los cultivos (Fig. 5.1). Se ha postulado que la
produccion de salmoquelinas seria un factor de virulencia: el caracter hidrofilico de
estos sideroforos impediria su secuestro por parte de las defensas del huésped, con lo
qgue el microorganismo podria adquirir el hierro necesario para progresar en la
infeccion. La sintesis de salmoquelinas depende Unicamente de la glucosiltransferasa
IroB, que adiciona glucosa a enterobactina. A juzgar por datos de secuencia, IroD seria
una esterasa de enterobactina y, seguramente, también de salmoquelinas, pero su
funcion especifica permanece en el terreno de las hipétesis (Bister et al., 2004,
Fischbach et al., 2005).
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Figura 5.1. Samoquelina diglucosilada. Forma mas abundantemente producida.
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Cabe suponer entonces que en el fendmeno MccH47, el homblogo de IroB,
MchA, esta encargado de producir salmoquelinas, siendo este aporte indispensable para
la sintesis antibidtica. Por el contrario, el homologo de IroD, MchS1, ha resultado ser
prescindible en este sentido. Se presentan aqui, por primera vez, datos experimentales
acerca de la funcion de un miembro de la familia IroD: la introduccion de mchS1 en un
contexto hiperproductor de enterobactina determind una drastica reduccion de la
cantidad de siderd6foro detectado. Se observd un efecto similar cuando se empled fes en
vez de mchS1, indicando que ambos productos génicos actuarian de manera similar, i.e.
MchS1 seria capaz de hidrolizar enterobactina y ambos, MchS1y Fes, lo harian antes
que la molécula fuera secretada. Consideramos altamente probable que ambas enzimas
hidrolicen salmoquelinas y que IroD esté especialmente orientado a actuar sobre estos
compuestos. Nos preguntamos entonces cémo participaria IroD en el fendmeno
MccH47. Si bien un mutante nulo en mchS1 es capaz de producir MccH47, cabe sefialar
que esta prueba siempre se realiz6 en un contexto fes”, por lo que fes podria haber
complementado para la produccion antibiotica. La prueba en células ent” fes no ha sido
posible pues se trata de un contexto inviable (Azpiroz & Lavifia, 2004). No podemos
descartar entonces que MchS1 -eventualmente asistido por Fes- participe en la sintesis
de MccH47. Si la maduracion antibidtica implica la adicion de una molécula de
salmoquelina al péptido precursor, la contribucion de MchS1 podria consistir en
linearizar dicha salmoquelina. En este sentido, se ha dilucidado recientemente la
estructura de la MccE492, consistente en un péptido unido por su extremo C-terminal a
la glucosa de una salmoquelina trimérica lineal (Thomas et al., 2004). De todas formas,
no podemos descartar que la MccH47 sea en realidad una mezcla de moléculas que
difieran en la salmoquelina que tienen adicionada. Esta posibilidad podria explicar que
el antibidtico sea capaz de utilizar los tres receptores Cir, Fiu y FepA, de los que se
conoce que tienen afinidades diferenciales por los distintos catecoles (Hantke, 1990;
Nikaido & Rosenberg, 1990).

Otro hallazgo interesante que vinculd la MccH47 a la enterobactina fue la
promocion ejercida por MchS4 de la sintesis de este sider6foro. Si bien desconocemos
aun a qué nivel se ejerceria esta regulacion, presumimos que su accién asegura una
suficiente produccién de enterobactina como para abastecer ambas funciones: captacion
de hierro y produccion antibidtica. Méas aun, el efecto de MchS4 se mantuvo, aunque
disminuido, en condiciones de alta disponibilidad de hierro, lo que podria explicar que
los tamafios de los halos MccH47 no variaran en estas condiciones. Se podria especular
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sobre un efecto amortiguador (“buffer”) de MchS4 para garantizar la eficiente
produccion antibidtica en distintas condiciones de disponibilidad de hierro.

En base a estos resultados y consideraciones, se propone el siguiente modelo de
sintesis de MccH47 (Fig. 5.2). Por un lado, se sintetiza ribosomicamente el péptido
precursor de 75 aminodcidos, MchB. Por otro lado, MchS4 promueve la sintesis de
enterobactina y parte del sider6foro producido es glucosilado por la accion de MchA,
transformandose en salmoquelina. Posteriormente, se adiciona salmoquelina al péptido
MchB, proceso probablemente realizado por los productos de los genes mchC y mchD,
necesarios para la maduracion de MccH47. Se forma asi el antibiético maduro con una
porcion peptidica, donde reside la actividad toxica, y una porcién catecol, que le otorga
la capacidad de ingresar en las células susceptibles por la via de los catecoles. Cabe la
posibilidad de que MchS1 participe en la sintesis de MccH47 linearizando la
salmoquelina por hidrdlisis de uno o mas de sus enlaces éster. EI hecho que la MccH47
sea capaz de ingresar por los receptores Cir y Fiu, que no operan con la enterobactina
ciclica y supuestamente tampoco con las salmoquelinas ciclicas, parece indicar que
podrian existir eventos de linearizacion del grupo catecol. Por lo tanto, la MccH47 se
sintetizaria segun un esquema dual, combinando la sintesis ribosomica de su péptido
precursor con la sintesis enziméatica de una molécula de tipo catecol. A este modo de
sintesis, que determina la captacion antibiotica por la via de los catecoles, lo
denominamos “estrategia catecol”.

En este trabajo se pudo determinar que la estrategia catecol es un recurso de
sintesis antibidtica utilizado no s6lo por la MccH47 sino también por la Mccl47, siendo
ambas codificadas desde el sistema MccH47. Cada uno de estos dos fenomenos de
antibiosis estd en principio determinado por una pareja de genes de actividad-
inmunidad, en la que reside la especificidad antibiotica. A partir de alli su produccion
converge en una misma via de maduracion y secrecién. Coherentemente, la Mccl47
cumple la estrategia catecol en todos sus aspectos, siendo captada por los receptores de
catecoles Cir, Fiu 'y FepA.

Se encontrd entonces que la cepa E. coli H47 tiene el potencial de producir dos
antibioticos, MccH47 y Mccl47. Los determinantes para esta Gltima se buscaron en los
sistemas MccH47 de otras cepas, encontrandose indemnes en CA46, en proceso de
desaparicion en CA58 y ausentes en Nissle 1917 y CFT073. Estas observaciones
parecen sefialar la gran plasticidad genética de estos sistemas antibidticos, que

adquiririan y perderian informacion para producir diversos antibiéticos, en un constante
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Figura 5.2. Modelo de sintesis y captacion de MccH47 segln la estrategia catecol.
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proceso de prueba y error. Algo similar estaria pasando con los determinantes para
MccM, presentes en todas estas cepas y en desaparicion en H47. Nos preguntamos
entonces qué ventaja podria otorgar a E. coli H47 la produccién de dos antibidticos.
Siendo que la Mccl47 se produce en condiciones de deprivacion de hierro, situacion que
no afecta la produccion de MccH47, cabe suponer que refuerce la accion deletérea de la
MccH47 en ambientes limitados en este metal. Al compartir la estrategia catecol, ambas
microcinas atacarian un mismo tipo de bacterias, i.e. aquellas Gram negativas que
posean receptores para catecoles. Sin embargo, una vez en el interior celular, cada
antibiotico se diferenciaria por su blanco de accion: aunque no se identificé la diana de
la Mccl47, si se pudo determinar que no actda sobre la ATP sintetasa, blanco de accion
de la MccH47. Considerando que los halos de antibiosis Mccl47 son sumamente turbios
a las 24 horas de incubacion e incrementan su claridad a lo largo de los dias, resulta
necesario pensar que la accion antibidtica culmina con la lisis celular. Teniendo en
cuenta que el medio interno de los animales superiores es uno de los ambientes mas
pobres en hierro, se podria especular que la Mccl47 esté dedicada a incidir en la
capacidad de E. coli H47 de colonizar e invadir este nicho. Es asi que no descartamos
que la doble produccion antibidtica, de MccH47 y de Mccl47, sea un fendmeno
involucrado en la eventual patogenicidad del microorganismo.

En este trabajo se describe una nueva estrategia de sintesis antibiotica que se
basa en la adicidn de un grupo catecol a un péptido toxico para determinar su captacion
por la via de los catecoles. Se encontrd en la porcién peptidica de estos antibiéticos un
dominio dedicado a hacer posible esta adicion, a cuyo nivel ocurre el reconocimiento y
probablemente también la modificacion por parte de la maquinaria de maduracion
antibidtica. Se determino que los 11 aa. C-terminales del péptido precursor MccH47 son
suficientes para enrolar al antibidtico en las dos vertientes de la estrategia catecol,
sintesis y captacion, identificandose entonces como un dominio de captacion. La prueba
de ello se alcanzé convirtiendo el péptido antibidtico ColV a la estrategia catecol con la
sola adicion de dicho dominio. Esto se pudo comprobar en ciertos péptidos quiméricos
ColV-MccH47 que debieron ser producidos en presencia del sistema de modificacion
MccH47 para cumplir la estrategia catecol. Dichas quimeras, con especificidad tdxica
ColV 'y propiedades de captacion MccH47, carecian de los 13 aa. C-terminales del
péptido ColV. Generaron halos de antibiosis con el tamafio y la definicion suficientes
como para que la hipétesis sobre el dominio de captacion del péptido MccH47 haya
quedado probada.
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Considerando que las quimeras mencionadas anteriormente mantuvieron la
actividad téxica ColV, se deduce que los 13 aa. C-terminales de ColV no son
indispensables para su toxicidad y, mas adn, que podrian estar involucrados en otra
funcion. Proponemos que la porcion C-terminal de ColV sea un dominio de captacion
que determine el ingreso del antibidtico por el receptor Cir. Esto explicaria por qué las
quimeras ColVg-H471; y ColVg-H4719 N0 evidenciaron actividad antibiotica alguna en
presencia del aparato de secrecidn, i.e. en las condiciones requeridas para la estrategia
ColV. Coherentemente, las quimeras que contenian todo el péptido ColV (ColVigs-
H47,1 y ColVi03-H4719) produjeron halos de antibiosis en dicho contexto y demostraron
ser captadas exclusivamente por el receptor Cir.

Si analizamos las quimeras en cuanto a su capacidad de producir halos de
antibiosis, observamos dos tipos de comportamiento dependiendo de la extensién de la
porcion basica ColV: las de base ColV1g3 s6lo siguieron la estrategia ColV y las de base
ColVy se enrolaron exclusivamente en la estrategia catecol. En las primeras estarian
presentes los dominios de captacion de ColV y de MccH47 y en todos los contextos
analizados se impuso la estrategia ColV. Todo parece indicar que las sefiales de
captacion interfieren entre si, predominando el dominio de captacion ColV. Por un lado,
el dominio de captacion MccH47 entorpeceria significativamente la interaccion entre el
dominio de captacion ColV vy el receptor Cir, explicando asi el tamafio tan reducido de
los halos de antibiosis; por otro lado, el dominio de captacion ColV anularia la
funcionalidad del dominio de captacion MccH47. Las quimeras de base ColVg, s6lo
poseen el dominio de captacion MccH47, por lo que la Unica alternativa fue producir
antibiotico segun la estrategia catecol.

Estos primeros resultados de sintesis antibidtica combinatoria parecen sugerir
que la porcion C-terminal de los péptidos antibidticos podria estar frecuentemente
dedicada a la funcidn de captacion. Dicho hallazgo, junto con la previa identificacion de
un dominio de secrecidn en varios de estos péptidos (Havarstein et al., 1995; Rodriguez
et al., 1999), revela una estructura modular de los mismos. Se trata sin duda de un hecho
sorprendente considerando que estos péptidos no suelen alcanzar la centena de
aminodcidos. Resta entonces la region central, entre los dominios de secrecion y
captacion, para que alli resida la especificidad antibiotica, i.e. el dominio de interaccién
con la diana y presumiblemente también con el péptido de inmunidad. Precisamente es

en esta region donde los péptidos antibidticos no exhiben similitudes de secuencia.
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Por ultimo, discutiremos la posible vinculacion entre la produccion antibidtica
segun la estrategia catecol y la patogenicidad bacteriana. Se han acumulado varias
observaciones que relacionan la produccién de MccH47 con la uropatogenicidad. En
primer lugar, la conocida cepa uropatogena CFT073, cuyo genoma ha sido totalmente
secuenciado, contiene el sistema genético MccH47 (Welch et al., 2002). En un estudio
de su transcriptoma se detectd que el gen estructural para MccH47, mchB, duplicaba su
expresion cuando el microorganismo se crecia en orina humana (Snyder et al., 2004).
Por otra parte, en una busqueda de secuencias correspondientes a la region de los genes
mchCD realizada en una amplia coleccidn de cepas de E. coli se observo una frecuencia
muy alta de las mismas en cepas uropatogenas. Se detectaron mayoritariamente en las
de serotipo 06:K5 (97,1%), entre las que se encuentra CFT073. Por el contrario, en
cepas causantes de meningitis, sepsis, infecciones intestinales asi como en cepas no
patodgenas las secuencias mch aparecieron con una frecuencia de entre 0y 3,6% segun el
caso (Grozdanov et al., 2004). Otro dato que aboga en este sentido es la participacion de
las salmoquelinas en la sintesis antibiotica. La produccion de estos sideroforos es
actualmente considerada un factor de urovirulencia en E. coli (Grozdanov et al., 2004;
Valdebenito et al., 2005). En base a todos estos antecedentes, planteamos la posibilidad
de que la produccién antibi6tica segin la estrategia catecol pueda ser un factor que
contribuya a la uropatogenicidad en E. coli. Considerando las caracteristicas de la
estrategia catecol, estos antibioticos serian mas efectivos en ambientes pobres en hierro,
en los que la produccién de los receptores para catecoles estaria inducida, determinando
asi una mayor susceptibilidad de las bacterias. En este sentido, se ha comprobado que la
orina es un ambiente pobre en hierro, lo que sugiere entonces que la produccion de este
tipo de antibi6ticos podria ser un elemento importante en las infecciones del tracto
urinario (Russo et al., 1999). Por otra parte, una produccion antibidtica sélo cobra
sentido en ambientes en los que la bacteria encuentra competidores. Se sabe que el
tracto urinario es mayoritariamente estéril a excepcion de su porcion inferior, la uretra.
En esta ultima habitan microorganismos comensales, que eventualmente pueden llegar a
generar una infeccion cuando las defensas del huésped estdn disminuidas.
Consideramos entonces que las microcinas que siguen la estrategia catecol podrian
integrar el repertorio de factores de virulencia de las cepas uropatogenas de E. coli
atacando la flora residente de la uretra e impidiendo que ésta, en una estrategia
oportunista, también se enrole en el proceso infeccioso. Aungue las infecciones mixtas

del tracto urinario han sido muy poco estudiadas, se ha sefialado que E. coli ocasiona
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infecciones simples y no se le encuentra involucrado en los procesos infecciosos
multiples (Siegman-Igra et al., 1994). Su capacidad de producir microcinas podria

explicar estas observaciones.

En conclusion, en este trabajo se dilucidd un nuevo mecanismo de sintesis
antibiotica que se ha denominado estrategia catecol. Las semejanzas en un principio
sefialadas entre la fisiologia de los sider6foros y de los antibidticos encuentran en esta
estrategia un primer ejemplo de fendmeno mixto entre un péptido tdxico y un grupo
catecol. El primero aporta la actividad deletérea y el segundo determina la via de

captacion, asegurando entre ambos el mecanismo de accion antibidtica.
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