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Resumen

Resumen

La emergencia de enfermedades infecciosas causadas por bacterias multi-
resistentes y la falta de antibidticos para su tratamiento constituyen una amenaza
para la salud global. Ante la necesidad de desarrollo de nuevos antimicrobianos se
ha considerado la posibilidad de emplear técnicas de silenciamiento génico
mediado por ARNs antisentido. Una de estas estrategias de silenciamiento es la
denominada tecnologia EGS, que se encuentra mediada por la Ribozima P o
ARNasa P, una ribozima presente en todos los dominios y que en bacterias Gram
negativas esta conformada por una subunidad ARN-catalitica y por otra proteica.
La ARNasa P participa en la maduracién de los ARN de transferencia generando el
extremo 5" maduro por un corte simple endonucleolitico de su precursor. Esta
propiedad puede emplearse para mediar el corte de una molécula de ARN blanco -
cuya expresion quiera ser silenciada- en presencia de un oligorribonucleétido
complementario, conocido como External Guide Sequence (EGS). Una vez formado
el duplex ARN blanco : EGS, este complejo puede ser reconocido por la ARNasa P
como sustrato y entonces promover el corte endonucleolitico del ARN blanco,
inactivandolo. El objetivo global en el que se enmarca este trabajo de tesis
consiste en evaluar estrategias de silenciamiento génico mediante tecnologia
antisentido como posibles antimicrobianos o para prolongar el uso de los
antibidticos ya existentes.

En este trabajo de tesis doctoral se explord la posibilidad de inhibir la
expresion de genes bacterianos a través del uso de tecnologia EGS antisentido.
Inicialmente se trabajé con cepas de Escherichia coli y como blanco se eligié al
ARN mensajero del gen ftsZ cuyo producto, la proteina FtsZ es un analogo
bacteriano de la tubulina y esencial para la divisién celular. Tanto la expresion de
estos pequefios ARNs antisentido dirigidos contra el mensajero ftsZ como la
administracion exégena de andlogos de dacidos nucleicos no hidrolizables por
nucleasas bacterianas, generaron una inhibicidn de la divisidén celular, originando
un cambio en la morfologia de las bacterias y una disminucién de la viabilidad de
las células tratadas. Estos resultados apoyan la idea que los EGSs dirigidos contra
genes vitales bacterianos podrian considerarse como potenciales antimicrobianos.

Con la intencién de explorar la aplicacion de esta tecnologia de
silenciamiento génico a una especie bacteriana de importancia clinica creciente, se
logré identificar, clonar, transcribir y purificar los componentes de la ribozima P
de Acinetobacter baumannii. Posteriormente, la ribozima se reconstituyd in vitro,

presentando actividad tanto en presencia de un sustrato natural (pre-ARNt™")



Resumen

como de un sustrato bimolecular compuesto por una dupla ARNm-EGS. De esta
manera, se generd un sistema de evaluacion in vitro de EGSs candidatos para
Acinetobacter baumannii, paso previo a la realizacion de ensayos in vivo sobre
esta especie bacteriana.

Palabras Clave: Ribozima P, Antimicrobianos, Silenciamiento Génico, Tecnologia
Antisentido, FtsZ, Acinetobacter baumannii.



Abstract

Abstract

Development of new antimicrobial strategies: bacterial gene
silencing through antisense technology

The emergence of infectious diseases caused by multi-resistant bacteria
and the lack of traditional antibiotics for its treatment are a concerning threat for
global health. Facing the need for development of new antimicrobials, gene
silencing through antisense RNAs have been considered as a viable solution. One
of these antisense strategies is called EGS technology which is mediated by
ribozyme P or RNase P, a ribozyme present in all domains of life that in Gram
negative bacteria is composed of two subunits: one catalytic — RNA and another
peptidic. The RNase P processes pre-transfer RNA, maturating the 5'end by a
simple endonucleolitic cut of its precursor. This property can be used to cut any
other target RNA molecule in the presence of a complementary
oligoribonucleotide, known as External Guide Sequence (EGS). Once the duplex
target-RNA: EGS is formed can be recognized by the ribozyme P as a substrate and
hence cut the RNA target, leading to its inactivation. The general purpose in which
this thesis work is immersed consists on the evaluation of different gene silencing
strategies through antisense technology and their use as possible antimicrobial
agents or to extend the usage of already existent antibiotics.

In this thesis work the possibility of inhibiting bacterial gene expression
through EGS antisense technology was explored. Initially, strains of Escherichia coli
were employed and ftsZ mRNA was selected as target. FtsZ protein is a bacterial
tubulin analogue essential for cell division. Expression of RNA-EGSs targeting ftsZ
MRNA as well as exogenous administration of EGSs composed of nucleic acid
analogues non hydrolysable by bacterial nucleases, led to a change in bacterial
morphology and a decrease in cell viability, elicited by an impaired cell division.
These results support the idea that EGSs targeting bacterial vital genes could be
considered as potential antimicrobial agents.

Pursuing the intention to apply this gene silencing technology to a bacterial
species with growing clinical importance, the components of the ribozyme P from
Acinetobacter baumannii were identified, cloned, transcribed and purified. Then,
the RNase was reconstituted in vitro, showing activity in the presence of a natural
substrate such as pre-tRNA™" and also with a bimolecular substrate conformed by
MRNA and EGS. Thereby an in vitro evaluation system was generated in order to
select candidate EGSs for Acinetobacter baumannii, previous procedure to in vivo
assays.

Keywords: Ribozyme P, Antimicrobial, Gene Silencing, Antisense Technology,
Gram negative, FtsZ, Acinetobacter baumannii.
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Introduccion

Introduccion

La paradoja de los antibioticos

El uso de los antibidticos en el tratamiento de enfermedades infecciosas
causadas por bacterias, es una practica sanitaria ampliamente difundida a partir
de mediados del siglo XX. Los primeros antimicrobianos de amplio espectro que
se emplearon, en la década de 1930, fueron las sulfas que son inhibidores de la
sintesis del acido félico. En la década del 40 con el advenimiento de la segunda
guerra mundial comenzé la produccién masiva de penicilina, cuya accidn
antimicrobiana habia sido descripta por Alexander Fleming en 1928 [1, 2]. En
1943 fue descripto el primero de los aminoglucdsidos, la estreptomicina, que fue
luego el primer quimiterapeutico empleado en el tratamiento de la tuberculosis
[3]. Varios de estos descubrimientos fueron merecedores del premio Nobel y
marcaron un hito en la historia de la medicina. La importancia del uso de
antibidticos ha sido tan grande que durante el siglo pasado la mortalidad debida a
enfermedades infecciosas se redujo drasticamente, llevando a considerar como
facilmente tratables enfermedades tales como la tuberculosis, la sifilis o la fiebre

tifoidea[4, 5].

Sin embargo a medida que el uso de antibidticos se generaliz6 comenzd a
detectarse el surgimiento de bacterias resistentes a cada nuevo quimioterapéutico
(Figura 1), llegando a identificarse bacterias multi-resistentes (MDR),
extensamente resistentes (XDR), e incluso bacterias pan-resistentes (PDR). Las
bacterias MDR son aquellas que presentan resistencia a mas de un antimicrobiano
de tres o mas clases diferentes, mientras que se considera como XDR a las
bacterias que no son susceptibles a al menos un agente antimicrobiano de todas
las categorias, excepto dos o una (es decir que existe al menos uno o dos
antibidticos a los cuales si son sensibles). Por ultimo, se considera como PDR a

aquellas bacterias que son resistentes a todos los antibidticos conocidos [6, 7].
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Clase Afio de Media: 8 afios
descubrimiento Peniciling g : : :

Sulfamida 1937 Meticiling B i

Penicilina 1940 Amplciind ———

Estreptomicira 1843 Augmentin [

pellimidng 1947 Cloranfenical _

Cloranfenicol 1949 Tetracicins mumy |

Tetraciclinas 1953 istreptomicina —

Cefalosporings 193 Kanamicina NG

Aminoglicasidos 1957 Eritromicing g, 5

Vancomicina 1958 Vancomicing

Chindamicina 19€6 Ac. nalidixice _

Rifamicina 1931 Norafloxasina I i 5

Carbapenemes 1976 Synercid B

Monobactam 19E2 Linezalida

Linezolida 1857 Daptomicina g i i : : :

Daptamicing 197 05 10 15 20 25 30

ynercid 19€2 Antibiético Afos desce introduccién a resistencia clinica

Figura 1. Izquierda. Tabla con los principales antibiéticos en uso y su fecha de
descubrimiento. Derecha. Evolucién de la resistencia a varias clases de
antibidticos. Las barras indican el tiempo transcurrido desde la introduccién del
antibidtico en la clinica y el primer caso de resistencia reportado para ese
antibidtico. El promedio es ocho afios. Las barras azules indican aquellos que se
encuentran por encima de la media y las barras rojas los que estan por debajo
Tomado y adaptado de Julien Davies 2006 (izquierda) y de Schmieder & Edwards
2011 (derecha).

En estudios recientes se han detectado genes que codifican resistencia a
antimicrobianos en muestras de origen ancestral como sedimentos de permafrost
datados en 30000 afios de antigiiedad [8]. También se aislaron actinobacterias
pertenecientes al género Streptomyces provenientes de suelos pristinos que
fueron capaces de resistir 21 antibidticos diferentes incluyendo productos
naturales (como vancomicina y eritromicina), derivados semisintéticos
(minociclina y cefalexina) como asi también drogas completamente sintéticas
(como ciprofloxacina y linezolida) [9]. También se sabe que la distribucion de
estos genes que codifican para resistencias es global y ubicua, estando presente

tanto en el suelo como en diversos microbiomas y hasta en sedimentos marinos
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[10]. Esto indica que el acervo génico presente en el ambiente asegura la
aparicion de resistencias, cada vez que un nuevo antimicrobiano es utilizado en la
clinica. A este acervo génico se lo denomina resistoma y es preexistente al uso de
antibidticos [9, 11-13]. A su vez, esta aparicidon y dispersidon de los genes que
codifican para las resistencias puede explicarse a través de la transferencia

horizontal de genes (THG) [14].
Antibidticos: mecanismos de accidn, mecanismos de resistencia y dispersion

Tradicionalmente los antibidticos se clasifican segiin su modo de accion en
dos grandes grupos, los bactericidas que son capaces de matar a las bacterias y los
bacteriostaticos que inhiben su crecimiento [15]. Ejemplos de los primeros son los
betalactdmicos, aminoglucdsidos y fluoroquinolonas; ejemplos de los segundos
son los macrélidos, las tetraciclinas y el cloranfenicol. Los antibidticos actuan
inhibiendo funciones bacterianas como la sintesis de la pared (betalactamicos,
cefalosporinas), las replicacién del ADN (quinolonas), la transcripcion del ARN (los
glicopéptidos, que también inhiben la sintesis del peptidoglicano), la sintesis de
proteinas (aminoglucdsidos y macrdlidos) y la sintesis de metabolitos esenciales
(las sulfas por ejemplo inhiben la sintesis del acido félico) [2]. El empleo de estos
antimicrobianos que afectan funciones vitales y por lo tanto la viabilidad celular,
impone una presion de seleccion en favor de las cepas resistentes a estos

compuestos.

Algunos microorganismos pueden ser naturalmente resistentes a los
antimicrobianos, mientras que otros -o esos mismos- pueden adquirir resistencias
a través de transferencia horizontal o mediante mutacién [8, 16]. El uso extendido
de antibidticos tanto en la clinica como en la actividad ganadera ha favorecido la
seleccion de cepas resistentes a estos compuestos quimioterapéuticos [5, 17-21].
Los mecanismos por los cuales las bacterias pierden susceptibilidad a los
antibidticos son variados, pero se basan en el impedimento de la interaccion del

antibidtico con su sitio blanco. En la Figura 2 se esquematizan estos mecanismos.

14



Introduccion

Las estrategias mediante las cuales las bacterias oponen resistencia a los
antibidticos se pueden clasificar dentro de las siguientes categorias: impedimento
de llegada al sitio blanco, modificaciéon del sitio blanco y modificacién del

antibidtico.

Parmeabilidad

| } Reducida
Bombade
Eflujo Cromosoma O
pr & Oo Plésmidos

i I8 3¢ oV

/ Modificacion
-/.) del Sitio Blanco
Modificacién
Enzimatica

Antibidtico

Figura 2. Mecanismos de resistencia a los antibidticos en bacterias. Se
esquematizan diferentes estrategias mediante las cuales estos microorganismos
evaden la accion de los antibidticos.

Impedimento de llegada al sitio blanco. Dentro de esta categoria se engloban la
permeabilidad reducida y el eflujo. Se ha registrado que las bacterias pueden
perder la permeabilidad a agentes antimicrobianos, impidiéndole el ingreso a las
células y por ende la llegada a su sitio de accién. Por otra parte también se
registra como mecanismo de resistencia, la expulsidon del antibiético mediante la
expresion o sobreexpresion de bombas de eflujo. En ambos casos, el compuesto
sigue siendo tdxico aunque no es capaz de alcanzar su sitio de accién o de alcanzar
concentraciones intracelulares efectivas. En general, la resistencia obtenida por
estos mecanismos es media o baja. Dado que la selectividad de las bombas de
eflujo es generalmente baja y que la impermeabilidad dada por la modificacion de

la envoltura bacteriana es generalizada, estos mecanismos de resistencia son
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efectivos para una amplia variedad de compuestos téxicos y de antibidticos [22,

23].

Modificacién del sitio blanco. En este mecanismo la modificacidn del sitio blanco
ocurre por mutacion, por lo que al estar el blanco modificado ya no puede ser
reconocido por el antibidtico y la interaccion no sucede. Debido a que la
modificacion se da por mutaciones, la transmision de la misma sucede por
proliferacién clonal y es poco esperable que ocurra por THG. Un ejemplo de este
mecanismo es el de la resistencia a fluoroquinolonas (compuestos que inhiben la
accion de las ADN topoisomerasas) y que estda generada por mutaciones

especificas en el gen que codifica la topoisomerasa [24, 25].

Modificacion del antibidtico. En estos casos la pérdida de sensibilidad al
antibidtico ocurre por una modificacidn enzimatica de su estructura o por la
degradacion del mismo. Un ejemplo de esta ultima es el de la resistencia a los
betalactamicos dado por la presencia de betalactamasas, en particular es de
destacar las betalactamasas de espectro expandido pertenecientes a la familia
CTX-M que son capaces de degradar cefalosporinas de tercera generacion. La
expansion de estas resistencias esta mediada la por THG y constituye una severa
preocupacion en el dmbito clinico [26]. En el caso de la modificacién del
antibiodtico la misma hace que éste pierda afinidad por el sitio blanco, logrando asi
gue el microorganismo disminuya, parcial o totalmente, la susceptibilidad al
antibidtico. La resistencia a los aminoglicésidos es un ejemplo de este caso y la

dispersidn también esta dada por THG [27, 28].

En un medio en donde existe una fuerte presién de seleccidn la rapida
diseminacién de genes que confieren resistencia a antibidticos es mejor explicada
por la transferencia horizontal de genes que por la expansion clonal de cepas
seleccionadas a partir de mutantes [12] sin desestimar la importancia de este
ultimo fendmeno. Los mecanismos que permiten el pasaje de elementos
genéticos de una célula a otra son los cldsicamente conocidos como:
transformacion, transduccién y conjugacion. Estos conforman lo que se denomina

mecanismos de dispersidn a nivel celular [5].
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Se describen someramente a continuacién los mecanismos mencionados.
En la transduccion se da el pasaje de ADN de una bacteria (dadora) a otra
(receptora) utilizando como intermediario a un fago. Esto sucede cuando en el
proceso de empaquetamiento del genoma del fago se incorporan fragmentos de
ADN de la bacteria dadora a la cépside del fago, y que luego, cuando el fago
infecta a la bacteria receptora ésta recibe ADN de la primera [29, 30]. La
transformacion implica la incorporacion de ADN desnudo desde el medio
extracelular y sucede durante un estado fisiolégico transitorio denominado
competencia que ocurre como respuesta a sefales de qudérum sensing o al
hambreado [31-34]. Finalmente, la conjugacién implica el pasaje de ADN del
citoplasma de una bacteria dadora directamente al citoplasma de la bacteria
receptora, para lo cual se genera un canal. La molécula que se transfiere,
generalmente es un plasmido (aunque pueden ser otras, como por ejemplo los
elementos integrativos conjugativos ICE) [35, 36]. Siempre hay que tener en
cuenta que para que la resistencia se exprese y el genotipo resistente se mantenga
en la descendencia el material genético ingresado a la célula debe estar
incorporada en un replicon estable, como un plasmido o un cromosoma. Para lo
cual, luego de adquirido el ADN debe ser incorporado a algun replicén estable
mediante mecanismos de recombinacién, la que puede estar asociada al
movimiento de elementos genéticos maviles tales como integrones [37], ICEs y

transposones [38, 39].

Las enfermedades infecciosas causadas por organismos resistentes a los
antibidticos han sido identificadas por la Organizacion Mundial de la Salud como
una de las mayores amenazas a la salud global. Tal es la magnitud de la
problemdatica que se cree que la humanidad puede ingresar pronto en una era
post-antibidticos, en la cual una simple infeccion o una herida leve puedan
generar graves complicaciones en la salud humana [40, 41]. A su vez, el escaso
desarrollo de nuevos antibidticos para su tratamiento y la rapida aparicion de
resistencias a los mismos, oscurecen mas el panorama [42]. Es por esto que
resulta imperiosa la necesidad de desarrollar nuevos antimicrobianos como asi

también nuevas estrategias terapéuticas [2, 43] .
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Silenciamiento génico en bacterias

El silenciamiento génico es una herramienta empleada en diversos tipos de
organismos, generalmente con el objetivo de estudiar la funcién de los diferentes
productos génicos a través de las consecuencias causadas por la ausencia de su

expresion.

Con la emergencia de infecciones causadas por bacterias multirresistentes
la utilizaciéon de los antibiéticos tradicionales para su tratamiento se encuentra
seriamente comprometida [41, 43]. Los antibidticos empleados en la clinica en su
mayoria son metabolitos provenientes de microorganismos -en general del suelo-
o modificaciones quimicas de éstos. Sin embargo ante la preocupante situacion
de las multiples resistencias y el bajo nimero de nuevos antibidticos desarrollados
(Figura 3) [7] es necesario aunar esfuerzos para identificar nuevos compuestos y
mecanismos de accion antimicrobiana [2, 42]. En este sentido, se encuentra en
proceso el desarrollo de péptidos antimicrobianos [44-46] y el estudio de nuevos
blancos de accién como factores de virulencia o factores involucrados en la
interaccidon con el hospedador [2, 47] y de los genes que codifican para éstas,

como asi también genes esenciales.

Ante la necesidad de desarrollo de nuevas drogas se ha considerado la
posibilidad de emplear técnicas de silenciamiento génico mediadas por ARNs
antisentido, debido a su alta especificidad de accién, requerimiento muy
importante para el desarrollo racional de nuevas drogas, ya que maximiza las
capacidades curativas y minimiza los efectos colaterales [48]. Los blancos de
silenciamiento en estos casos podrian ser genes de resistencia a antimicrobianos,

genes que codifiquen para factores de virulencia o genes esenciales [49].

Existen varias estrategias antisentido (AS) basadas en la degradacion de
ARN mensajeros especificos o en el impedimento estérico de la traduccién del
ARNm. Entre estas estrategias se encuentra la expresion a través de un vector de
un ARN AS de tamafio largo que actua desencadenando la degradacién del blanco

mediada por ARNasas especificas para ARN doble cadena. Si el ARN AS es dirigido
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contra la region 5°, actla bloqueando el codén de inicio o el sitio de unién al
ribosoma; es decir generando un impedimento estérico del ensamblado o de la
actividad ribosomal [48, 50]. Este ultimo efecto también puede obtenerse
mediante el empleo de AS cortos compuestos por analogos de acidos nucleicos

resistentes a nucleasas [51, 52].
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Figura 3. Numero de de antibiéticos aprobados desde la década de 1980 en EE.
UU. Se observa un notorio descenso a partir del afio 2005. Tomado y modificado
de Bassetti y colaboradores, 2013.

Otras dos técnicas de silenciamiento que implican el uso de
oligonucleédtidos pequefios como moléculas antisentido comprenden la mediada
por la ARNasa H y la mediada por la ARNasa P. La ARNasa H es una enzima
involucrada en la replicacién, la transcripcion y la reparacion del ADN en bacterias
gue es capaz de reconocer apareamientos ARN-ADN y cortar el ARN [53, 54].
mecanismo de silenciamiento mediado por la ARNasa P es conocido como

tecnologia EGS y se tratard en los siguientes apartados.

En la Figura 4 se ilustran los diferentes mecanismos artificiales para la

inhibicion de la expresidon de genes bacterianos mediante tecnologia antisentido.
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Figura 4. Mecanismos artificiales para la inhibicién de la expresién de genes
bacterianos mediante tecnologias antisentido. Estos incluyen el bloqueo de la
traduccién dado por impedimento estérico del ensamblado ribosomal o de la
progresion del ribosoma, generado por ARNs AS o analogos de acidos nucleicos.
La degradacién del ARN blanco por parte de nucleasas especificas para ARN doble
cadena. Los ODN promueven el corte del ARNm mediadio por la ARNasa H. Los
EGSs desencadenan el corte del ARN blanco mediado por la ARNasa P. Tomado y
adaptado de Rasmussen 2007.

De las metodologias descriptas la correspondiente a la expresién de un
ARN AS largo es la mas simple. La misma se lleva a cabo expresando el ARN AS
desde un plasmido y bajo un promotor fuerte. El mecanismo de accién consiste
en la degradacion del blanco por parte de nucleasas especificas contra ARN de
doble cadena. Esta estrategia se ha empleado mayoritariamente para estudios

genéticos. Por otra parte se ha demostrado que ARNs AS cortos dirigidos contra el
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inicio de la traduccién o la regién 5" no codificante cercana al sitio de unién al
ribosoma del ARNm blanco han sido efectivos. Sin embargo estos ARNs poseen la
desventaja de ser muy cortos (entre 14-20 nucledtidos) por lo que son facilmente
degradados por nucleasas inespecificas presentando por lo tanto una vida media
muy baja en el citoplasma bacteriano. Es por este motivo que en su reemplazo se
ha probado el silenciamiento génico empleando andlogos de acidos nucleicos no
degradables por nucleasas bacterianas. Ejemplos de estos son los acidos nucleicos
peptidicos (PNAs) u oligonucledtidos de fosfoamidatos de morfolinos (PMOs),
generalmente conjugados a péptidos permeabilizantes, el mecanismo de acciéon
continda siendo el impedimento del ensamble o de la actividad ribosomal. Esta
ultima estrategia posibilitd la inhibicién del crecimiento de bacterias en cultivo y

en modelos animales [51, 55-57] .

Ribozima P

La ARNasa P o ribozima P es una ribonucleoproteina compuesta por una
subunidad ARN y entre una y nueve subunidades proteicas. La subunidad ARN es
la que posee actividad catalitica y fue la primer ribozima descripta capaz de actuar
en trans [58]. El nimero de subunidades proteicas varia segun el dominio, siendo:
una en bacterias, cuatro en arqueas y hasta nueve en eucariotas. Si bien su rol no
estd completamente dilucidado se cree que interviene en la estabilizacion de la
ribozima, en el aumento de la afinidad por el sustrato y en evitar la religacion del

producto. La subunidad proteica es esencial para las reacciones in vivo [59, 60].

Respecto a la subunidad ARN catalitica, estudios filogenéticos del ARN de la
ARNasa P indican que la actividad catalitica reside en su estructura secundaria,
que se encuentra conservada y que desde el punto de vista funcional puede ser
dividida en dos regiones: la regién de especificidad denominada S -responsable de
la union al sustrato- y la regidn catalitica, denominada C. En bacterias, la
estructura secundaria define dos tipos principales de ARN de la ribozimaP: las de
tipo A (tipo ancestral) y las de tipo B (tipo Bacillus). Ambos tipos poseen un
modelo de estructura tridimensional similar en el cual los nucledtidos

evolutivamente conservados se encuentran practicamente en las mismas
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posiciones [58, 61-65]. En un estudio llevado a cabo con el objetivo de identificar
en la subunidad ARN catalitica un core universalmente conservado se analizaron
las secuencias obtenidas de organismos pertenecientes a los tres dominios
filogenéticos primarios (prokarya, eukarya y archea) y de una organela
(mitocondria). A pesar de la baja similitud global entre secuencias, se encontraron
cinco regiones estrictamente conservadas, a las que se denomind regiones
universalmente conservadas (CR) nombradas de la | a la V (CRI, CRIl, CRIIl, CRVI,
CRV) [66]. Estas CR a pesar de que se encuentran distantes en secuencia se
agrupan espacialmente formando dos mddulos muy conservados [67] que

contienen los elementos cataliticos esenciales comunes a todos los dominios [66].

En Escherichia coli |la ribozima P cuenta con una subunidad de ARN de tipo
A que se transcribe desde el gen rnpB, posee 377 nucledtidos y se denomina M1.
Mientras que la subunidad proteica es una sola, esta codificada por el gen rnpA,
tiene 119 aminodcidos, un peso molecular aproximado de 15 kDa y se denomina

C5 [68, 69].

La ARNasa P es vital ya que se encarga de procesar los ARN de
transferencia clivando el extremo 5 de su precursor (pre-ARNt) que es su sustrato
natural, aunque también puede procesar otros ARNs celulares [58]. En todos los
casos el sustrato lleva la secuencia RCCA en su extremo 3" (donde R es una purina)
que interacciona con la secuencia nucleotidica GGU presente en el dominio
catalitico de la subunidad de ARN de la ribozima (Figura 5). En el caso del corte del
pre-ARNt la ribozima P es capaz de reconocer al tallo aceptor y, también
probablemente al stem loop que se encuentra inmediatamente hacia el 5'de éste
[67]. En experimentos realizados en E. coli para determinar cuales eran los
dominios que necesariamente tenian que estar presentes en el pre-ARNt para que
la ribozima P pudiera generar el corte simple endonucleolitico del extremo 5 se
establecidé que la mayoria de la molécula del pre-ARNt podia ser removida. Estos
experimentos también demostraron que cualquier sustrato bimolecualar, con la
estructura adecuada, podia ser reconocido por la ribozima P como sustrato. Es

mas esa molécula complementaria (antisentido) era la Unica molécula necesaria
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para guiar a la ribozima P en el procesamiento de su molécula blanco. Cuando la
molécula antisentido estd separada del blanco se la denomina secuencia guia

externa o EGS (External Guide Sequence) [70-72].

El mecanismo de reaccién de la ARNasa P incluye iones metalicos
divalentes (como Mg*" y Ca®*) y se cree que sigue una mecanica de tipo SN2
(sustitucion nucleofilica bimolecular) en la que se produce un corte
endonucleolitico del sustrato. Los productos quedan luego con un fosfato en el

extremo 5" y un hidroxilo en el 3" [58].

Ribozima P :
cC R
N
Tallo

5 Tallo Aceptor ﬂ

Aceptor 5
+ 3
ARRlasa P Extremo 5’
procesado

preARNt

Figura 5. Corte del preARNt llevado a cabo por la ribozima P. La flecha negra
indica el sitio de accién de la ribozima sobre el preARNt, el segmento en gris claro
representa el tallo aceptor.

Tecnologia EGS: disminucidn de la expresidon génica mediada por la Ribozima P

La ribozima P puede ser utilizada para disminuir la expresidon génica a
través del corte de un determinado mensajero u otro ARN blanco [73-75]. Para
esto, hay que considerar que el sustrato de la enzima puede simplificarse a dos
moléculas nucleotidicas complementarias que cuando estan apareadas pueden ser
reconocidas por la ARNasa P enddgena de la célula, desencadendndose el corte
endonucleolitico de una de ellas y disminuyendo asi su expresiéon. Para que esto

suceda, una de ellas debe llevar la secuencia de reconocimiento RCCA.
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La tecnologia EGS (del inglés External Guide Sequence) consiste en emplear
EGSs que son oligonucledtidos complementarios al ARN cuya expresion se desea
disminuir. Los EGSs contienen dos regiones: una en el 5" de entre 13 y 15
nucledtidos complementarios a la molécula blanco seguida de otra compuesta por
cuatro nucleétidos portando la secuencia consenso RCCA (R: purina), en el
extremo 3°. Esta secuencia consenso es la que interacciona con la secuencia
nucleotidica GGU presente en el dominio catalitico de la subunidad ARN de la
ribozima [76]. En la Figura 6 se encuentra esquematizada la accién de la ARNasa P

sobre un sustrato ARNm-EGS.

Los EGSs son disefiados especificamente contra el ARN blanco, por lo cual
es necesario conocer las regiones potencialmente accesibles a estos
oligonucledtidos. Para esto se realizan mapeos de la estructura secundaria del
mensajero —u otro ARN- a silenciar, mediante técnicas bioquimicas o modelado in
silico [53, 77, 78] en los que se intenta establecer cudles son las regiones del
blanco que se encuentren como simple cadena. Antes de ser probada su actividad
in vivo, los EGSs son sometidos a una serie de ensayos in vitro tendientes a
seleccionar aquellos que pudieran ser funcionales en la célula. Estos ensayos
permiten establecer la capacidad de corte del ARN blanco y la capacidad de unién

al mismo [79].
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Figura 6. Esquema del corte de un ARN mensajero mediado por la Ribozima P. Se
forma un complejo entre el ARNm blanco y el EGS que puede ser reconocido como
sustrato por parte de la ARNasa P.

Para los ensayos in vivo los factores a considerar con respecto a los EGSs
estdn relacionados con la capacidad de ingresar a la célula y con la estabilidad y
durabilidad del oligonucledtido una vez adentro de la célula blanco. Para esto se
han esgrimido varios abordajes metodolégicos. Uno de ellos comprende la
expresion del EGS desde un plasmido en el cual el oligorribonucleétido sea
transcripto desde un promotor fuerte y esté rodeado por el core de una ribozima
cabeza de martillo, una pequefa ribozima capaz de autoclivarse y que al hacerlo
libera el EGS al citoplasma [79, 80]. De esta manera la inestabilidad de los EGSs
por su naturaleza quimica (oligorribonucleétidos susceptibles de ser degradados
por nucleasas) se encuentra compensada por la alta transcripcidon de los mismos.
Otra estrategia consiste en utilizar analogos de acidos nucleicos no hidrolizables.
En tal sentido se han disefiado EGSs de ADN con reemplazos de acidos nucleicos
cerrados (LNA) que lograron con éxito silenciar al gen blanco al ser administrados
exégenamente en una cepa de E. coli hiperpermeable [81]. El desafio principal en
este segundo tipo de abordaje reside aun en encontrar formas de ingreso de los

EGSs a bacterias con baja permeabilidad a los mismos.

La tecnologia EGS se ha empleado con éxito para reducir la expresién
génica de diversos genes pertenecientes a diferentes bacterias Gram negativas

patdgenas, [73-75, 79, 81, 82] logrando reducir la viabilidad de las mismas en los
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casos en los que los EGSs fueron dirigidos contra ARNm de genes vitales y

consiguiendo también revertirse el fenotipo de resistencia a mas de un antibidtico.

Un ejemplo de aplicacién de tecnologia EGS fue desarrollado en nuestro
laboratorio y consistio en inhibir la expresidon de aac(6)’-Ib que codifica para una
acetiltransferasa del tipo AAC(6)’-I. Estas acetiltransferasas confieren resistencia
a la amikacina, que es un aminoglucdsido semisintético cuyo mecanismo de accion
se basa en la union de este antibidtico a la subunidad 30S del ARN ribosédmico,
impidiendo el correcto reconocimiento entre el ARNm y el ARNt. Estas
acetiltransferasas catalizan la transferencia de un grupo acetilo a una amina
primaria presente en la molécula del antibiético, haciendo que éste no reconozca
su sitio blanco. La dispersién de la resistencia a amikacina se debe en muchos
casos a la aparicion del gen aac(6)’-Ib en elementos genéticos méviles de bacterias
multirresistentes pertenecientes a los géneros Vibrionaceae, Pseudomonaceae y
Klebsiella. En el mencionado ejemplo se disefiaron EGS contra el mensajero
aac(6)-Ib compuestos por ARN o por analogos de acidos nucleicos. En ambos

caso se logro revertir el fenotipo de resistencia a la amikacina [79, 81].

FtsZ

FtsZ es un andlogo bacteriano de la tubulina altamente conservado en el
dominio bacteria y cuya concentracion es clave para la divisiéon celular. La
proteina purificada de E. coli (de 383 aminodacidos) es capaz de unir e hidrolizar
GTP. La union de GTP induce la autoagregacion en proteofilamentos con un
ordenamiento cola-cabeza formando asi un polimero lineal, tal como se muestra
en la Figura 7 [83, 84]. Dentro de la célula bacteriana FtsZ se ensambla formando
el anillo Z, estructura ubicada en el centro de la célula en divisién y que constituye
un anclaje para gran parte de las proteinas que conforman el divisoma,
determinando la posicion en la cual éste se va a establecer. El ensamble del anillo

Z ocurre casi simultdneamente con la finalizacion de la replicacién cromosémica, a
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lo que le sigue la invaginacion de la pared celular que conlleva finalmente a la

division celular [85, 86].

El ensamble del anillo Z es un evento muy regulado en tiempo y espacio.
Un sistema inhibitorio espacial muy importante es el denominado Sistema Min
que inhibe la polimerizacion de FtsZ en los polos celulares. Otro sistema
inhibitorio temporo-espacial independiente de Min es el llamado Nucleoid
Oclussion que previene el ensamblado de FtsZ en regiones donde se encuentra el
cromosoma sin replicar. Como resultado de esto, el anillo Z no puede formarse en
el centro celular hasta tanto los cromosomas duplicados no se ubiquen en los
polos. En ausencia del sistema Min pueden formarse anillos Z en regiones de la
célula libres de ADN, mientras que si el sistema Nucleoid Oclussion se encuentra
inactivado la formacion de los anillos Z ocurre sobre cromosomas no particionados

(84, 87, 88].

Figura 7. Estructura de FtsZ. A la izquierda (a) puede observarse un modelado de
un mondmero de la proteina FtsZ unido a GTP de Bacillus subtilis en la que se
representan los distintos dominios de la misma: el bucle T7, el sitio de unién a
GTP, el extremo amino terminal y el extremo carboxi terminal, que funciona como
sitio de anclaje para muchas de las proteinas que conforman el divisoma. FtsZ se
polimeriza mediante una asociacién cola-cabeza de los distintos monémeros (b)
en los que el bucle T7 de un mondmero se inserta en el sitio de unién a GTP de
otro. Tomado de Adams y Errington.
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Entre los reguladores recientemente descriptos en Bacilus subtillis se
incluye a UgtP, una UDP-glicosiltransferasa que inhibe la polimerizacién de FtsZ
hasta tanto la célula no haya alcanzado un tamafio adecuado para la divisién
cuando la bacteria se cultiva en un medio rico. Este sistema se encuentra inhibido
cuando el cultivo se encuentra en un medio bajo en nutrientes. Se observd
también que células de E. coli que carecen de la Pgm, andlogo de UgtP, presentan
un fenotipo similar al de aquellas células de B. subtillis crecidas con bajos
nutrientes, sugiriendo que este mecanismo regulatorio se encuentra ampliamente
conservado [89]. Otro inhibidor que se produce en respuesta al dafio del ADN
como parte de la respuesta SOS en E. coli es Sul A. Sul A es un potente inhibidor
de la polimerizacion de FtsZ in vitro, mientras que in vivo actla tanto
desensamblando los anillos Z formados como evitando la generacion de nuevos

anillos [88].

La cantidad de FtsZ presente en el citoplasma bacteriano es critica para la
division normal. En E. coli la concentracidn es de aproximadamente 10 uM, lo cual
representa entre 5000 y 15000 moléculas por célula [90]. Se observé que las
mutantes condicionales termosensibles de este gen forman filamentos
bacterianos (de alli el nombre FtsZ por filamentos termosensibles), mientras que
la sobreexpresion del gen ftsZ en E. coli induce la aparicién del fenotipo
minicélulas [91]. Por todo esto, la cantidad de FtsZ y su relacidon con las otras
proteinas del divisoma es clave para la determinacién del tamafio celular y la

viabilidad de la bacteria.

El gen ftsZ mapea a 2,5 minutos del origen del cromosoma de E. coli
inmediatamente después de los genes ftsQ y ftsA en la parte mas distal del cluster
dcw. Este grupo de genes se encuentra compuesto por 16 genes cuyos productos
estan involucrados en la divisidn celular o en la sintesis de la pared. El gen ftsZ
puede ser transcripto a partir de cinco promotores diferentes (Figura 8); sin
embargo, se determiné que aproximadamente el 95% de los transcriptos tiene, en
su extremo 5, 200 nucledtidos rio arriba del coddn de inicio de ftsZ en una zona

que coincide con un sitio de corte para la ARNasa E. Este mensajero contiene en
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total 1373 nucleétidos los cuales comprenden: 160 nucleétidos de la porcion 3’
del gen ftsA (que se encuentra inmediatamente rio arriba de ftsZ), una region
intergénica de 61 nucledtidos y a continuacion los 1152 nucledtidos

correspondientes a ftsZ [92].

ddiB  ftsQ ftsA ftsZ

ARNasaE |
|
I ARNm ftsZ
95 %

Figura 8. Esquema de la regién fts del cromosoma de E. coli. Aqui pueden
observarse los cinco promotores a partir de los cuales puede transcribirse ftsZ. La
zona de inicio de la transcripcién estd indicada por los tridangulos naranja. Se
muestran los transcriptos surgidos a partir de cada uno y se seiala el sitio con la
sefial consenso de corte para la ARNasa E que da lugar a la isoforma del mensajero
ftsZ predominante en el citoplasma bacteriano (95 %).

En un trabajo llevado a cabo por Goh y colaboradores [50] se estudio el
efecto sobre el crecimiento celular, del silenciamiento del gen ftsZ de E. coli
mediante una molécula antisentido extensa (mas de 120 nucleédtidos) dirigida
contra la region 5'UTR y parte de la zona de inicio de la traduccion. La expresion
del ARN AS desde un pldsmido indujo la formacién de filamentos bacterianos y
generd una disminucién en la viabilidad celular. La formacién de los filamentos
bacterianos analizada por microscopia de epifluorescencia se muestra en la Figura

9.

29



Introduccion

ARN AS ARN AS
Sin Expresar Expresado

Figura 9. Efecto sobre la morfologia celular de la inhibicidn de la expresién de ftsZ
por moléculas antisentido en cepas de E. coli. La inhibicién de la expresién de ftsZ
se evidencia por la aparicidn de filamentos (células que no pueden completar su
division). Tomado de Goh 2009.

Internalizacion de oligdmeros compuestos por acidos nucleicos y andlogos de

acidos nucleicos

Como se menciond anteriormente las tecnologias antisentido consisten en
la utilizacion de oligonucledtidos con el objetivo de interferir con la expresion de
un determinado gen de interés. Actualmente existe una droga (fomivirsen)
conformada por un AS que estd aprobada para su uso en pacientes y que actla en
células eucariotas contra la retinitis producida por el citomegalovirus (CMV) [93].
También otras drogas antisense se encuentran en distintas fases de ensayos
clinicos [94]. Sin embargo, el principal desafio que permita aplicar este tipo de
terapias en infecciones bacterianas continda siendo la baja permeabilidad de estos
organismos a los oligonucleétidos, lo cual impide que lleguen a su sitio de accidn
en el interior celular. Particularmente en las aplicaciones contra bacterias Gram
negativas se han reportado algunos casos de permeabilidad de estos compuestos
[34]; sin embargo, la penetracién de estos compuestos desnudos al citoplasma

bacteriano continuda siendo baja en muchas bacterias.
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Varias estrategias se han elucubrado para intentar sortear este
inconveniente, una de las mads exitosas ha sido la utilizacidn de andlogos de acidos
nucleicos neutros conjugados a péptidos permeabilizantes [57, 95] y la adicién de
grupos catiénicos como N-(6-gunidinohexanoil)piperazina al linker de
fosforodiamidato [52]. Se demostré que oligdmeros compuestos por péptidos
permeabilizantes y fosforodiamidatos de morfolinos fueron capaces de penetrar al
interior de células bacterianas e inhibir su crecimiento debido al bloqueo de Ia

funcion ribosomal [51, 96] o actuando como EGSs [82].

Los oligdmeros hibridos compuestos por ADN y LNA (acidos nucleicos
cerrados) son una nueva generacién de oligonucledtidos quimicamente
modificados. Estos compuestos poseen una gran afinidad de uniéon a ARN o ADN
complementarios, son muy resistentes a la digestién por nucleasas bacterianas
[81] y poseen baja toxicidad [97, 98]. Recientemente se ha demostrado que un
EGS compuesto por ADN y LNA ha sido eficiente para disminuir la expresién del
gen aac(6)-1b (que confiere resistencia a amikacina) y devolver la sensibilidad a
este antibidtico cuando cepas hiperpermeables de E. coli fueron tratadas con
estos compuestos [81]. Sin embargo, los intentos por conjugar estos
oligonucledtidos a péptidos permeabilizantes no han sido exitosos hasta el
momento, probablemente debido a su estructura quimica y a la carga negativa
total que tienen estas moléculas. También se han descripto avances en el
silenciamiento génico de células eucariotas mediante el uso de moléculas
antisentido conformadas por una nueva generacién de analogos de Aacidos
nucleicos llamados BNA (Bridged Nucleic Acids) [99] y muy recientemente se ha
descripto el uso de este analogo para silenciamiento génico en procariotas [100].
Sin embargo a pesar del avance de las enfermedades causadas por bacterias
multirresitentes y de la potencialidad de desarrollar tratamientos en contra de
estas utilizando estrategias antisentido, aln no se conoce con detalle la capacidad
de permeabilidad de los diferentes tipos de compuestos antisentido. La
descripcion e implementacion de un método capaz de cuantificar el ingreso y de
conocer la localizaciéon de estos compuestos en el interior celular, constituyen un

paso importante para el estudio sistematico de los mismos.
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Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii pertenece al filo Proteobacteria, al orden
Pseudomonodales, a la familia Moraxellacea y al género Acinetobacter. Son
bacterias Gram negativas, aerobias estrictas, catalasa positivas, oxidasa negativas
y no fermentadoras [101]. El nombre del género deriva del vocablo griego Akineto
que significa sin movimiento, este nombre le fue dado debido a que no poseen
flagelo. Sin embargo, se observd que estas bacterias tienen la capacidad de
desplazarse debido a movilidad de tipo twitching probablemente asociada a la

presencia de un pilus de tipo IV [102, 103].

La mayoria de las acinetobacterias son organismos de vida libre, saprofitos
y universalmente distribuidos. Estan presentes en el suelo y en el agua, pero
también fueron encontradas en pequefios animales como piojos, pulgas vy
garrapatas [104]. Esta versatilidad y adaptabilidad a multiples ambientes, esta
principalmente dada por su plasticidad gendémica y su capacidad metabdlica [101].
Acinetobacter baumannii se ha encontrado en dmbitos hospitalarios alrededor del
mundo y su creciente protagonismo como agente causal de infecciones
multirresistentes es motivo de extrema preocupacion y alerta en el dmbito
sanitario [105-107]. Se lo encuentra asociado a neumonias —hosocomiales y de la
comunidad-, enfermedades del tracto urinario, bacteremia, meningitis,

endocarditis y heridas de la piel y el tejido blando [108-110].

Entre los aspectos que contribuyen al éxito y a la adaptacién de A.
baumannii en el dmbito nosocomial se encuentran su plasticidad gendémica vy la
gran capacidad de adquirir diferentes mecanismos de resistencia a los antibiéticos.
Esto lo realiza tanto por mutacién en elementos en su genoma como por la
adquisicion mediante THG de elementos genéticos mdviles tales como plasmidos,
integrones, transposones e islas gendmicas. Esto explica la aparicion cada vez mas

frecuente de cepas con multiples y variadas resistencias [102, 111].
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ATCC 17978 fue la primera cepa secuenciada perteneciente a la especie A.
baumannii y cuyo genoma completo estuvo a disposicién de la comunidad
cientifica. Al realizarse comparaciones gendémicas de A. baumannii con otras
especies de su género no patogénicas, como por ejemplo A. baylyi, se
identificaron en el genoma de las primeras, multiples islas gendmicas que albergan
elementos genéticos que les conferirian adaptabilidad a la vida patogénica, como
genes relacionados con resistencia a antibioticos, secrecién de proteinas, bombas

de eflujo, qudérum sensing y uptake de hierro [101, 112].

Otro de los aspectos que aportan al éxito de A. baumannii son los
relacionados con la capacidad de perdurar en el ambiente. Entre estas se
encuentra la supervivencia a la disecacion: se determind que existen aislamientos
clinicos que llegan a resistir hasta 32 dias en condiciones de baja humedad [113].
Por otra parte, A. baumannii también posee la capacidad de formar biofilms en
superficies abidticas como poliestireno y vidrio como asi también en superficies

bidticas como piel y filamentos fungicos (Figura 10) [114].
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Figura 10. Analisis por microscopia de células de Acinetobacter baumannii 19606
adheridas a células eucariotas. A) Microscopia confocal de células tefiidas con
colorante vital. Células de A. baumannii adheridas a filamento de Candida albicans
tup I. Bacterias en verde (vivas) adheridas a filamentos en rojo (muertos),
amplificacién 400 X. B) Microscopia electrénica de scaneo (SEM) de células
bacterianas adheridas a filamentos de C. albicans. C) SEM de A. baumannii
adheridas a células de epitelio alveolar humano A549. Tomado de Gaddi & Actis
20009.

La gran adaptacién de A. baumannii a nichos presentes en ambitos
intrahospitalarios hizo de esta bacteria, practicamente ignota en la clinica hasta
fines de los afios 70, en una de las especies mas temidas por su capacidad de ser
refractaria a tratamientos con antimicrobianos [105, 110]. A. baumannii ademas
forma parte del llamado grupo ESKAPE, que debe su denominacién a la primera
letra de los cinco géneros/especies que lo forman: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeuruginosa y Enterobacter spp.. Este grupo es causante de la
mayor parte de las enfermedades intrahospitalarias que justamente pueden

“escapar” al tratamiento con drogas antibacterianas. Tal es la gravedad de la

34



Introduccion

situacion, que en la Ultima década han fallecido en los hospitales de EE. UU. mas
personas por causa de los patégenos ESKAPE que por VIH-SIDA y tuberculosis
sumados [41]. Lo expuesto refleja la alarmante situacién sanitaria causada por
estas bacterias multirresistentes. Ademas, refuerza la importancia del apoyo
oficial a proyectos de investigacién que tienen como objetivo comprender los
determinantes moleculares de mecanismos de resistencia y dispersién y otros
aspectos como el impacto clinico y epidemiolégico. Finalmente, lo descripto en
los ultimos parrafos, denota la urgencia de identificar o desarrollar antibiéticos
néveles como asi también la necesidad de establecer nuevos tratamientos
guimioterapéuticos. En este contexto se enmarca la implementacién, a modo de

prueba de concepto, de la tecnologia EGS [7].
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Objetivos e Hipotesis

El objetivo general de la linea de trabajo es el desarrollo de estrategias
antisentido como herramientas que permitan prolongar el uso de los antibiéticos
ya conocidos y simultdneamente explorar el empleo de estas tecnologias
antisentido como nuevos agentes antimicrobianos.

Un objetivo particular de este trabajo de tesis doctoral consiste en inhibir
la expresion de un gen bacteriano vital mediante el uso de tecnologia EGS
antisentido. El blanco seleccionado es al ARN mensajero del gen ftsZ que codifica
para la proteina FtsZ, esencial para la division celular. Se trabajard a modo de

prueba de concepto con la bacteria Escherichia coli.

Para cumplir este objetivo particular se llevaran a cabo los siguientes

enfoques:

a) Modelado de la estructura del mensajero ftsZ y disefio de EGSs contra
el mismo.

b) Ensayo de la actividad in vitro de los EGSs disefiados contra el ARNm
ftsZ: capacidad de unidn del EGS al mensajero y capacidad del EGS
disefiado de desencadenar el corte del blanco mediado por la ribozima
P.

¢) Ensayos de actividad in vivo de los EGSs seleccionados en b). Para lo
cual se empleardn dos métodos diferentes: EGS compuestos por ARN y
expresados desde un plasmido en el citoplasma bacteriano y EGS
resistentes a nucleasas bacterianas (compuestos por ADN y LNA un
analogo de 4acidos nucleicos), agregandolos al medio de cultivo.

d) Ensayo para probar la capacidad de los EGS compuestos por ADN y LNA

de ser internalizados por bacterias.

La cantidad de proteina FtsZ es clave para la divisidn celular y por lo tanto
para la posterior supervivencia de la bacteria. La tecnologia EGS antisentido

puede lograr la disminucién de la expresion génica mediante la simple
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administracion endégena o exégena de oligonucleétidos u oligdmeros compuestos
por andlogos de acidos nucleicos. Por lo tanto se propone como hipdtesis
principal que la inhibicién de la expresion de ftsZ mediante tecnologia EGS
producird una alteracion en la divisidn celular y por consiguiente una disminucién
en la viabilidad bacteriana. Esto podria constituirse en un nuevo agente

antimicrobiano.

El segundo objetivo particular de este trabajo consiste en aplicar la
tecnologia EGS a una bacteria con relevancia creciente en el ambito clinico como
Acinetobacter baumannii. Para esto es necesario poder contar con un sistema de
evaluacién in vitro de los EGSs candidatos contra los mensajeros blanco
seleccionados, para lo cual es necesario obtener la ribozima P de A. baumannii

purificada.

Para cumplir este objetivo particular se trabajara con la cepa de
Acinetobacter baumannii ATCC 17978 cuyo genoma se encuentra secuenciado y

anotado. Se implementardn las siguientes acciones:

a) ldentificar en el genoma, clonar, transcribir y purificar la subunidad
ARN catalitica de la ARNasa P de A. baumannii.

b) Identificar en el genoma, clonar, inducir la expresién y purificar el
subunidad proteica de la ribozima P de A. baumannii.

¢) Ensamblar los componentes previamente purificados de la ribozima P.
Realizar ensayos in vitro con un sustrato natural, un pre-ARNt. Ensayar
la capacidad de corte de la ribozima obtenida sobre un sustrato

bimolecular, compuesto por un ARNm y un EGS.
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Materiales y Métodos

Procedimientos y consideraciones para el trabajo con acidos ribonucleicos (ARN)

Dado que las moléculas de ARN son susceptibles a la degradacion por nucleasas se
tuvieron cuidados especiales al trabajar con las mismas. Para todos los
experimentos se utiliz6 material de plastico y drogas libres de ARNasas. Los
materiales de vidrio y metal se liberaron de ARNasa mediante el horneado
durante 3 horas a 180 2C. El agua se tratdé con dietilpirocarbonato (DEPC) de la
siguiente manera: se agregd 1 ml de DEPC a 1000 ml de agua MQ se agitd
vigorosamente y se dejo reposar toda la noche. Luego se autoclavé y se almacend
a -202 C hasta su uso. Las micropipetas, propipetas, mesadas y superficies donde
se trabajo se limpiaron con solucién de SDS 0,5% y NaOH 0,1mM vy luego fueron
enjuagadas con agua MiliQ dos veces. Las muestras con ARN se mantuvieron en

hielo durante su manipulacién y se almacenaron a -20 2C 6 a -80 °C.

Transcripcion in vitro

Las moléculas de ARN sintetizadas in vitro en este trabajo se generaron mediante
el empleo de los kits comerciales MEGAshortscript™ high yield transcription T7 kit
o MEGAscript™ high yield transcription T7 kit (Ambion), siguiendo las instrucciones
estipuladas por el fabricante.

Para la sintesis de M1, la subunidad catalitica de la ARNasa P, se usé como molde
una digestion con la enzima Fokl del plasmido pJA2’. Este pldsmido posee clonado
el gen rnpB bajo el promotor del fago T7. Su digestidn genera un fragmento lineal
que incluye al rnpB bajo el promotor del fago T7. La transcripcidn in vitro de este
molde generd un fragmento de un tamafo que concuerda con los 377 nucleétidos
esperados.

Para la transcripcién in vitro del ARNm ftsZ se utiliz6 como molde el ADN producto
de la PCR descripta anteriormente en la que se utilizaron los cebadores ftsZ-T7-
MET Forward, que posee el promotor de la T7 ARN polimerasa, y ftsZ-MET

reverse.
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El ARNm de aac(6’)-1b se trasncribid utilizando como molde el producto de PCR del
plasmido pYM201, que contiene al gen, y los primers ACCA1 protein y T7 promoter
primer. El producto de transcripcion con MEGAscript™ high yield transcription T7
kit generd una banda de unos 750 nts junto con otras bandas de menor tamafio de
aturaleza desconocida. Se purificd la banda de 750 nts se realizd un PAGE
preparativo poliacrilamida 5%, se tifid con bromuro de etidio y la banda con el
ARN del tamano de interés fue recortada y colocada en un tubo eppendorf.
Posteriormente la banda se triturd y se resupendid en 500 ul de una solucién 0,4M
NaAco pH 5. Se incubd a 4 oC toda la noche. Posteriormente se centrifugé a
maxima velocidad por 2 minutos y se recupero el sobrenadante donde se
encuentra el ARN en solucidn. Se agregan dos volimenes y medio de etanol
absoluto frio y se incubd en hielo 20 minutos. Finalmente se centrifuga a maxima
velocidad por 15 minutos a 4 2C, se lavd el precipitado con una solucién 80%
etanol fria, se dejd secar y se resuspendid en 15 -20 ul de agua DEPC.

Para la transcrispcion in vitro del precursor del ARN de transferencia que luego

Tyr

serd cargado con el aminoacido tirosina (pre-ARNt'"") se empleé el plasmidos pTyr.

Este vector estds basa en el pldsmido pUC19 y contiene clonado el locus que

™" bajo el promotor T7. Para la transcripcion in vitro el

codifica para el pre-ARNt
molde empleado fue preparado a partir de la digestiéon del ADN plasmidico con la

enzima de restriccion Fokl.

Marcacion radiactiva de las moléculas

Se empledé 1 pg de la molécula a marcar y se tratd en primer término con fosfatasa
alcalina (New England Biolabs 2UE) en su buffer de reaccién en un volumen final
de 20 pl y se incubd a 37 oC durante 30 minutos. Luego se realizé una extraccion
con fenol y cloroformo (ver mas adelante). Posteriormente se llevé a cabo la
reaccién con T4 polinucleétido kinasa (New England Biolabs 2 UE), en el buffer
suplementado pro el fabricante y 0,5 6 1 pl de 100 pCi de 32P—y—ATP (Perkin Elmer).
Se incubd 90 minutos a 37 2C. Con el objetivo de purificar el ARN marcado de los
nucledtidos radiactivos y otros reactivos se utilizé una columna de sefarosa

provista en el kit comercial illustra MicroSpin G-50 Columns (GE Healthcare)
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guedando las muestras purificadas en un volumen final de 50 pul. Para el marcado
de los oligonucleétidos obtenidos por sintesis quimica se omitié el tratamiento

con fosfatasa alcalina.

Extraccion de ARN con fenol-cloroformo

A la muestra de ARN solubilizado a purificar se le agregd un volumen de agua
DPEC y luego se adiciondé un volumen de fenol-cloroformo (1:1) previamente
mezclado. Se centrifugé a maxima velocidad durante 5 minutos. Se extrajo la fase
acuosa —donde se encuentra el ARN- a la que se adicionéd un volumen de
cloroformo y se centrifugd nuevamente durante 5 minutos a méaxima velocidad.

Finalmente se extrajo la fase acuosa que es la que contenia la muestra a purificar.

Protocolo de purificacion de ARN por precipitaciéon con etanol

Para una muestra de ARN en 10 pl de H,0 se le agregan 57,5 ul de agua DPECy 7,5
ul de acetato de amonio 3M 6 acetato de sodio 3M (a una concentracién de 0,15
M final). Se agregan 2 voliumenes de etanol absoluto (150 pl) y se incuba al menos
30 minutos a -202 C (aunque para un mejor rendimiento es mejor que la
incubacion se realice ON). Luego se centrifuga a maxima velocidad durante 15
minutos y se retira el sobrenadante con micropipeta. Se deja secar el pellet
durante 30 minutos a temperatura ambiente y finalmente se resuspende en agua

DPEC.

Electroforesis de acidos nucleicos en geles de poliacrilamida

Para la preparacion de los geles se empled una solucion 40% m/v de poliacrilamida
: bisacrilamida 19:1 en agua DEPC como stock. La concentracidn final varié entre 5
y 6% de acuerdo al tamafio de fragmentos a resolver, utilizando agua DEPC y
buffer. En el caso de geles desnaturalizantes se agregd urea sélida hasta una
concentracién final de 7M. A la mezcla de componentes se agregd 1/1000
volumen de TEMED y 1/200 volumen de 10% persulfato de amonio (PSA). Se

emplearon diferentes buffers tanto de armado como de corrida, TAE, TBE o bien
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GTG (USB Corporation). Para los buffers de corrida se mezclaron los componentes
con agua DEPC de modo tal de obtener una solucién final 1X. Para la resolucion
de acidos nucleicos en geles de poliacrilamida se empled el equipo Miniprotean 11l
de BioRad. Las corridas se hicieron a voltaje constante (entre 100 y 125 V, segun
el ensayo).

Para las electroforesis en las que se resolvieron muestras de ARN se empled el

marcador de peso molecular RNA Century Marker Plus (Ambion).

Cepas bacterianas utilizadas

En la presente tesis se emplearon las cepas bacterianas, que se listan junto a sus

principales caracteristicas en la tabla a continuacién:

Cepa Caracteristicas Genotipicas Relevantes

Escherichia coli DH5a F- endAl gInV44 thi-1 recAl relAl gyrA96
deoR nupG ©®80d/lacZAM15 A(lacZYA-
argF)u169, hsdR17(rk- mK+), A—

Escherichia coli BL21 (DE3)

F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3
[lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

Escherichia coli BL21 (DE3) T7A49 F— ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3
[lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5])
rnpATS. Termosensible, a temperaturas >
42 °C no crece.

Escherichia coli TOP 10
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)

$80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl araD139
A(ara-leu)7697 galE15 galk16 rpsL(Str®)
endA1 N

Escherichia coli AS19 F- A- ilvG- ,rfb-50, rph-1. Deriva de K12 por
mutagénesis  quimica.  Fenotipo de
hiperpermeabiliadad, por una mutacion
que revierte con alta frecuencia. Sensible a
la lisozima.

Acinetobacter baumannii ATCC17978

Escherichia coli pFC276 Escherichia  coli BL21 (DE3) T7A49
transformada con el pladsmido pM1Ab.

Tabla 1: Cepas utilizadas en este trabajo
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Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de E. coliy A. baumannii fueron cultivadas en el medio correspondiente
en una incubadora a 37 2C 6 28 2C durante el tiempo indicado en cada ensayo (en

general de 16 a 24 hs), con agitacion de entre 200 y 250 rpm/min.

La composicion de los medios de cultivo empleados se detalla a continuacién:

Luria-Bertani (LB): 1% Triptona, 0,5% Extracto de levadura y 0,5% NaCl.

Medio Minimo M9 (M9): Na,HPO, 6 g, KH,PO4 3 g, NaCl 0,5 g NH4Cl 1 g, se llevo
hasta un volumen final de un litro con agua bidestilada. Se autoclavé y se
agregaron 10 ml de una solucion esterilizada por filtrado 100 mM MgS04, 20%
glucosa, 10 mM CaCl2 y 100 mM tiamina-HCI.

Medio Superdptimo con represiéon Catabélica (SOC): 2% Triptona, 0,5% Extracto
de levadura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, se llevé a volumen con agua bidestilada y
se autoclavd. 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,. Luego se le agrega una solucion de

glucosa previamente filtrada hasta una concentracion final de 20 mM.

Para obtener los medios en estado sélido, se agregd agar al 1,7% .

Para la diferenciacién basada en el ensayo de B-galactosidasa empleado en los
clonados de productos de PCR se agregd a placas de medio LB-agar X-gal 40 g/ml e
IPTG 20 g/ml. Para la induccidn de cultivos liquidos se empled un stock 1M de IPTG

estéril a la concentracion final indicada en cada caso.

Conservacion de cepas

La conservacion a largo plazo de las cepas bacterianas fue realizada por
congelamiento rapido de cultivos en fase logaritmica tardia, suplidos con glicerol

estéril a una concentracion final de 20 % en criotubos conservados a —80 °C.
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Preparacion de células electrocompetentes

Se prepararon las células empleando un protocolo de electrotransformacion de
alta eficiencia. Para esto, se genera un pre-inoculo con las células de interés en 5-
25 ml de LB liquido y se incuba a 37 °C con agitacion toda la noche. Luego, con 5
ml de ese cultivo, se inoculan 500 ml de medio 2X YT y se incuba a 37 °C con
agitacion hasta que la Densidad Optica medida a una longitud de onda de 600 nM
(ODA600) sea de 0,6. Inmediatamente el cultivo se fracciona en recipientes
estériles adecuados para su posterior centrifugacion y se lo coloca en hielo por 30
minutos. Luego las células se cultivan mediante una centrifugacién a 3000 g
durante 20 minutos a 4 2C. El pellet es luego resuspendido en 200 ml de glicerol
10 % enfriado a 4 9C, se incuba en hielo 30 minutos y se centrifuga a 3000 g
durante 20 minutos a 4 eC. Este procedimiento se reitera tres veces. Finalmente
el ultimo pellet se resuspende en una volumen equivalente de glicerol 10% frio
(aporximadamente 1 ml) y se alicuota de a 50 pl en tubos eppendorf estériles que

inmediatamente son almacenados a -80 2C.
Electroporacién

En el procedimiento de transformacién se utilizé un electroporador Gene Pulser
Transfection Apparatus (Bio-Rad). En cada electroporacién se emplearon 40 pul de
suspension de células electrocompetentes y 0,1-1 ug de ADN disuelto en agua
milliQ o buffer. El procedimiento se llevd a cabo en cubetas de 2 mm (Bio-Rad) en
las condiciones de campo eléctricas indicadas en el manual del Electroporador (2,5
Kv, 200 Ohm, 25 uF para E. coli). Tras el pulso eléctrico rapidamente se agregaron
0.95 ml de medio estéril SOC y se colocaron las células a 37 2C por 40 minutos a
200 rpm. Finalmente las células se plaguearon en medio sélido selectivo y se

incubaron toda la noche a 37° 2.
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Los plasmidos utilizados se detallan en la tabla a continuacién

Plasmido Caracteristicas principales Origen/Referencia
pBBR1IMCS-2 Vector de clonado de numero Kovach etal 1994
medio de copias, de amplio rango
de hospedador. Km®.
PET-22b(+) Vector de clonado de proteinas Novagen
bajo promotor inducible Novagen
por IPTG, con fusidn a HisTag en el
C-terminal. Ap®
pCR2.1-TOPO Plac lacZa flori pMB1ori.Km® Ap® Invitrogen
pEGS Pldsmidos empleados para la Este trabajo
expresion de EGSs en E.coli BL-21
(DE3) (pNW1). Ap"
pJA2’ rnpB PT7 pMB1lori lacZa, ApR Vioques et al 1988
pTyr tRNATyr PT7 pMB1ori lacZa Ap" Roberton et al 1972
pYM201 Insercién de 857 pb de aac(6’)-lb Lab Dr. Tolmasky
en pZero-1 [Plac lacZa PSp6 PT7
ccdB flori pMB1lori (Zcr Akr)] Zeo®
pM1Ab pCR2.1-TOPO con in la secuencia Este trabajo
codificante para la subunidad M1
de la ribozima P de A. baumannii
flanqueda por las enzimas de
restriccion Hind 1l y BamHI. Ap®
pM1Abshort pCR2.1-TOPO con secuencia Este trabajo

codificante para la subunidad M1
de la ribozima P de A. baumannii.
ApR

pBBR1MCS-2pM1Ab

pBBR1IMCS-2 con con inserto
constituido por la secuencia
codificante para la subunidad M1
de la ribozima P de A. baumannii
flanqueda por las enzimas de
restriccion Hind 11l y BamHI. Ap®

Este trabajo

pET-22b(+) C5Ab

pPET-22b(+) con inserto la secuencia
codificante para la subunidad
proteica C5 de la ribozima P de A.
baumannii ATCC 17978.

Este trabajo

pEGSb1 pEGS portando la secuencia Este trabajo
codificante para el EGSb1
pEGSb1S pEGS portando la secuencia Este trabajo

codificante para el EGSblsense

Tabla2: la tabla contiene diferentes plasmidos empleados en este trabajo.
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Soluciones Buffer

TAE (Tris-Acetato-EDTA): Para preparar 1 litro de una solucién stock 50X (40 mM
tris-acetato y 1 mM EDTA) se utilizaron 242g de Tris, 57,1 ml acido acético glacial y
100 ml de EDTA 0,5M (pH = 8,0).

PBS (Fosfato Salino): Para la preparacion de un litro se emplearon 8 g NaCl (173
mM), 0,2 g KCI (2,7 mmol) Na;HPO, 1,4 g (10 mM), KH,PO, 0,24 g (1,8 mM).

TBE (Tris-Borato-EDTA): Para preparar un litro una solucion stock 5X (45 mM tris-
borato y 1 mM EDTA) se mezclaron 54g de Tris con 27,5g de acido bdérico y 20ml
de ETDA 0,5M (pH = 8,0).

GTG (Gel-tolerante al Glicerol): Se utilizé el buffer comercial GTG 20X fabricado
por USB corporation. Se empled con la con la siguiente concentracién final: 89 mM

Tris, 29 mM taurina y 0,5 mM EDTA.

Procedimientos generales con acido desoxirribonucleico (ADN)

Para la purficacion de ADN a partir de geles de agarosa se realizé empleando el kit
comercial Wizard(R) SV Gel and PCR Clean-Up System de Promega. Para las
reacciones de corte con enzimas de restriccion se emplearon los buffers vy
reactivos provistos por New England Biolabs o Promega segun las instrucciones de
los proveedores. Las preparaciones de ADN plasmidico se realizaron empleando el
kit comercial QlAspin Wizard(R) Plus Minipreps DNA Purification System de
Promega, con columnas Econospin; o siguiendo el siguiente protocolo de
purificaciéon (con P1, P2, P3): Se cosecharon por centrifugacién las células
cultivadas durante unas 16-18 horas, se resupendieron en 1 volumen de la
soluciéon P1 (50 mM Tris, 0 mM EDTA, pH 8.0) y se incubaron en hielo 5 a 10
minutos. Luego se agregd 1 volumen de la solucién P2 (0.1 M NaOH and 1% SDS) y
se incubd a temperatura ambiente entre 5y 10 minutos. Se agregd 1 volumen de
solucidn P3 (1.5 M Potassium Acetate, pH 5.5) y se incubd 5 a 10 minutos en hielo.
Posteriormente se centrifugd a alta velocidad (16000 g) se transfirid el
sobrenadante a un tubo limpio y se agregaron 0,9 volumen de etanol absoluto

frio. Se incubd a -20 °C 30 minutos, se centrifugd a alta velocidad a 4 °C, se

47



Materiales y Métodos

descartd el sobrenadante y se lavd el pellet con etanol 70% frio, se retiré el
sobrenadante. Se dejé secar el pellet a temperatura ambiente y se resuspendid

en agua o buffer TE, segun el uso posterior.

Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR):

En las reacciones de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se empled enzima
Tag polimerasa de las marcas Invitrogen, Promega o Pegasus de PB-l. Para las
reacciones de clonado se utilizé enzima con actividad proof reading. Los
cebadores empleados en cada reaccidn se detallan en las secciones siguientes y en
la Tabla 3. Las mezclas de reaccidn contenian 0,5 a 3 mM de MgCl,, 0,5 uM de
cada cebador y 0,2 mM de dNTPs en un buffer suplementado por la compaiiia
proveedora de la enzima. El volumen final se fijé6 entre 10 y 50 ul por reaccién
segin el destino. Como molde se empledé ADN de diversas fuentes:
minipreparaciones de plasmidos, ADN cromosémico o extractos celulares. Estos
ultimos fueron generados por resuspension de una poca colonia de un
microorganismo en 50 pl de agua MQ, seguido de un calentamiento a 100 °C
durante 5 minutos y su centrifugacién por 1 minuto a unos 3000 g. Estas
reacciones a partir de extractos celulares se denominan “colony PCR”.

Las amplificaciones se realizaron en un termociclador Mastercycler de Eppendorf o
en termociclador Perkin-Elmer. El programa utilizado comprende cinco etapas:
desnaturalizacidn inicial (5 minutos a 94 2C), el ciclo (30 repeticiones) de las etapas
de Desnaturalizacion (30 segundos a 94 2C), Hibridacion (30 segundos a 55 eC) y
polimerizacién o amplificacidon (60 segundos por cada Kpb a amplificar a 72 2C)
seguidos por una Extensién Final de 10 minutos a 72 2C. La temperatura de
desnaturalizacidon puede variar acorde a la naturaleza y composicion del molde, la
de hibridacion varia en relacidon a los cebadores utilizados y la de extensién en

relacion a la enzima empleada.

Extraccion de ADN gendmico total

Se realizaron cultivos de las cepas a extraer ADN gendémico en 5 ml de medio

liqguido LB durante 24 hs a 37 2C en agitacién a 200 r.p.m. Se cosecharon las
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células y se realizé extraccién de ADN gendmica total mediante la utilizaciéon del

kit comercial MasterPure DNA Extraction Kit (Epicentre Biotechnologies).

Nombre y Secuencia de los cebadores utilizados

Para el disefio y el andlisis de los diferentes cebadores empleados en este trabajo
se utilizaron los programas Oligo Perfect Design (Invitrogen) y Oligo Analyzer (IDT),
ambos de uso libre y disponibles en internet. A continuacidon se muestra en la

tabla los cebadores utilizados:

ftsZ Forward AGAATTATGCTCAGGAGCCGTATTATTCG

ftsZ-T7-MET Forward  TTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAATTATGCTCAGGAGCCGTATTATTCG

ftsZ-MET Reverse TTAATCAGCTTGCTTACGCAGGAA

T7 promoter GTTTAACGTTTGACATGAGGGC

M1 Abaumanni T7F GCAAGCTTTAATACGACTCACTATAGGGGAAGTGAGCCGGATGGTC

M1 Abaumanni R GCAGGATCCAGGTGAAGTGAGCCTATAAGCC

M1AbT7 F-Short TAATACGACTCACTATAGGGGAAGTGAGCCGGATGGTC
M1Ab R-Short AGGTGAAGTGAGCCTATAAGCC

C5 A baumannii F GCCCATATGGTGCATCAACCCCATTTTTT

C5 A baumannii R GAACTCGAGATTCTGCGAGGTTGGGACA

ACCA1 protein GTTTAACGTTTGACATGAGGGC

Tabla 3: Nombre y secuencia de los cebadores utilizados

Analisis bioinformaticos

Para los andlisis bioinformatico se emplearon diverso programas y servidores en
segln la naturaleza de las muestras y el objetivo del analisis. Para el andlisis de de

secuencias primarias de aminoacidos se utilizd el Clustal W2 y Clustal Omega.
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Para el analisis electrofenogramas de reacciones de secuenciacién se empleé
Chromas Lite. En el ensamblado de secuencias se utilizé6 SeqMan (Lasergene) y
para el andlisis de plasmidos Vector NTI (Invitrogen Life Technologies). Para el
analisis de estructura secundaria de acidos nucleicos se empleé el Mfold
webserver. También se utilizaron bases de datos y programas de modelado de

proteinas como: Swissprot, Pfam y ProtParam.

Modelado in silico de estructura secundaria de ARN mensajero

Para la determinacion de regiones simple cadena en el ARN mensajero de ftsZ se
empled el servidor disponible en internet denominado Mfold web server version
2.3 para plegamiento de ARN [115, 116]. Se emplearon los siguientes parametros:
temperatura 372 C, secuencia lineal y fuerza idnica NaCl 1M sin iones divalentes
(prefijado por el servidor). En la Figura 11 se muestra un esquema del cédigo de
colores que el servidor asigna a cada nucleétido segin su probabilidad de
encontrarse como simple cadena en la secuencia de acidos nucleicos analizada
(Zuker, 2003).

Dado que ftsZ se transcribe desde al menos seis promotores, se trabajé con la
secuencia correspondiente a la subespecie de ARNm ftsZ que se determind se
encuentra en mayor proporcién (95% de los transcriptos) y que cuenta con 1373
nucledtidos [92]. La secuencia se obtuvo a partir del genoma de Escherichia coli K-
12, de la base Entrez Genome (ID Project: 225 correspondiente a E. coli K-12 MG
1655, University of Wisconsin, Madison EE. UU).
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% P-num % P-num

Color Hex 9% ss-count Probability Color Hex 9 ss-count Probability
ffoooo 0.0-2.5 0.999 00Offff 50.0-52.5 0.500
ff1foo 2.5-5.0 0.998 00bfff 52.5-55.0 0.366
ffafoo 5.0-7.5 0.997 007fff 55.0-57.5 0.269
ffsfoo 7.5-10.0 0.997 003fff 57.5-60.0 0.197
ff7foo 10.0-12.5 0.995 00o00off 60.0-62.5 0.144
ffafoo 12.5-15.0 0.994 ifooff 52.5-65.0 0.1086
ffbfoo 15.0-17.5 0.991 3fooff 65.0-67.5 0.077
ffdfoo 17.5-20.0 0.988 sfooff 67.5-70.0 0.057
ffffoo 20.0-22.5 0.984 7fooff 70.0-72.5 0.042
dfffoo 22.5-25.0 0.978 afooff 72.5-75.0 0.031
bfffoo 25.0-27.5 0.969 bfooff 75.0-77.5 0.022
offfoo 27.5-30.0 0.958 dfooff 77.5-80.0 0.016
7fffo0 30.0-32.5 0.943 af00cf 80.0-82.5 0.012
sfffoo 32.5-35.0 0.923 7fooof 82.5-85.0 0.009
3fffoo 35.0-37.5 0.894 sfoo7f 85.0-87.5 0.006
1fffo0 37.5-40.0 0.856 3foosf 87.5-90.0 0.005

- ooffoo 40.0-42.5 0.803 1fo03f 90.0-92.5 0.003
0off3f 42.5-45.0 0.731 09001f 92.5-95.0 0.003
00ff7f 45.0-47.5 0.634 040009 95.0-97.5 0.002
00ffbf 47.5-50.0 0.500 0ooooo0 97.5-100.0 0.001

Figura 11. Cddigo de colores. A cada nucleédtido se le asignd un color segun la
probabilidad de que esté como simple cadena. Los tonos rojos indican los
nucledtidos con mayor probabilidad de estar como simple cadena siendo esta de
entre 0.999 y 0.997, mientras que los grises oscuro y negro indican a los que
poseen menor probabilidad siendo esta de entre 0,001 y 00,3. El resto de los
colores representa probabilidades intermedias. Tomado de Mfold web server 2.3.

Ensayos de unién al mensajero

Se realizaron ensayos de cambio de movilidad en gel (EMSA) para determinar la
union de los EGS (compuestos por ARN o por LNA/ADN) al mensajero. Para ello se
mezclaron en un volumen final de 10 pl, 10 pmol (1 uM) de oligdmeros marcados
radiactivamente con >?P en el 5° con concentraciones crecientes de mensajero
marcado de ftsZ (de0; 0,6; 6; 60 y 300 ng) en buffer STE (150mM NaCl, 10mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA, pH=8) durante 2 horas a 25°C. La reaccién de detuvo agregando
un volumen de glicerol 10% (10 ul) y 4 pl Buffer de carga lll 6X. Los resultados se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 6% en buffer TBE no

desnaturalizante a 100 V constante durante 25 minutos (se sembraron sélo 10 pl
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de la reaccién). Tras secar los geles por 1 hora a 80 2C, los resultados fueron

analizados con el sistema Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).

Ensayos de corte mediado por la Ribozima P de Escherichia coli

Para los ensayos de corte de ARNm, se realizd en primer término un ensamble del
sustrato: la coincubacién de 2,5 pmol de ARNm ftsZ con 50 pmol de EGS en un
volumen de 3 pl durante 30 minutos a 25 2C. Paralelamente se realizd el
ensamble de la ARNasa P: se colocaron 2.5 pmol de ARN M1y 70 pmol de proteina
C5, 7 pl de un buffer compuesto por 20 mM Hepes-KOH (pH 8.0), 400mM acetato
de amonio, 10 mM acetato de magnesio y 5% glicerol agregandose un inhibidor de
ARNasas (0,25 ul de Ribolock de Fermentas). Luego de incubar por 15 minutos a
37 °C se agregd esta mezcla enzimdtica a la del sustrato, resultando un sistema de
reaccién de volumen 10 ul que se incubd durante 90 minutos a 372 C. Luego se
purificé la muestra con el protocolo de extraccion con fenol-cloroformo seguido
de precipitacién con etanol (en el caso del mensajero ftsZ sélo se realizd la
precipitaciéon con etanol). Finalmente se agregd un volumen de Buffer de Carga Il
(95% formamida, 1mM EDTA pH=8, 0,05% Azul de Bromofenol) y se desnaturalizd
por calor calentando la mezcla 3 minutos a 95 2C. Los resultados se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida 6% GTG durante 90-150 minutos a 110 V.
Tras el secado del gel, los resultados fueron analizados revelados mediante el

sistema Phosphoimager (Storm 840, Molecular Dynamics).

Ensayos in vivo con EGSs compuestos por ARN dirigidos contra

el mensajero ftsZ

Generacion de los plasmidos que expresan el EGS-ARN

Los plasmidos capaces de expresar los EGSs compuestos por ARN (pEGS) se basan
en el vector pUC57 y fueron encargados de manera tal que porten una
construccidn especifica que permita la eficaz expresién de los EGSs. Estos pEGS

llevan clonados secuencia genérica que incluye el promotor T7, el EGS introducido,
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la secuencia consenso para la ARNasa P (ACCA), una ribozima cabeza de martillo y
un terminador de la transcripcion para el promotor del fago T7. La parte variable
de esta construccién fue la correspondiente al EGS. A su vez se emplearon

controles llevando la secuencia sense o EGS dirigidos contra otros genes.

promotor T7 EGS ribozima cabeza de martillo
AR A E AT CACTATAGGGATAGTGATCAGAGACCAGGTCACCGGATGTGCTTTCCGGTCTGATGAGTCCGTGAGGACGAAACCTG

terminador transcripcional de T7
GATC

Figura 12. Esquematizacidn del constructo que llevan los pldsmidos de expresidn
PEGS, a partir de los cuales se transcriben los EGSs en el citoplasma bacteriano.

En un contexto genético que permita la expresién del promotor T7 -como lo es el
de la cepa de E. coli BL21(DE3)-, estos plasmidos generan un transcripto que va
desde el +1 del EGS hasta el terminador de la transcripcién, incluyendo la
secuencia antisentido, la secuencia ACCA y la ribozima cabeza de martillo. Luego,
la ribozima cabeza de martillo se autoescinde del transcripto junto al terminador
de la transcripcion. De esta forma el EGS, compuesto por la secuencia antisentido

y el ACCA se liberan al citoplasma bacteriano [80].
Induccidn de la expresion de los EGSs de ARN

Células E. coli BL21(DE3) (pLysS) transformadas con los plasmidos recombinantes
pPEGS portando la secuencia correspondiente al EGS de interés o su secuencia
sense como control, fueron cultivadas en medio LB liquido suplementado con
ampicilina a una concentracion final de 100 mg/ml y con cloranfenicol a 20 mg/ml,
a 37 oC con agitacion de 200 rpm hasta alcanzar una densidad dptica (ODaggo) de
0,15-0,2. En ese momento, con el objetivo de inducir la expresion del EGS, se
agregé a los cultivos isopropil-B-D-thiogalactopiranosido (IPTG) a concentraciones

de 1 mM 6 100 mM vy se incubd por 90 minutos a 37 2C con agitacién.
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Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias

Para la determinacion de la Unidades Formadoras de Colonias (UFC) se empled la
técnica de recuento en microgota. Luego de la incubacion con IPTG las células
fueron serialmente diluidas en buffer PBS y las microgotas-entre 4 y 5 por dilucién,
por réplica y tratamiento- fueron depositas en placas de LB agar e incubadas a 37
oC durante toda la noche. Al dia siguiente se llevd a cabo el recuento del nimero
de colonias formadas. Los experimentos fueron repetidos tres veces, una por
cuadruplicado y dos por sextuplicado. La significancia estadistica se analizd
mediante una prueba t desapareada de dos colas, mediante el programa

GraphPad Prism 5. Se considerd P < 0,01 estadisticamente significativo.

Exploracion de la morfologia bacteriana mediante microscopia

Para la examinacién por microscopia dptica convencional, luego de la induccién de
la expresidon de los EGS con IPTG, se realizé inmediatamente después de cumplido
el tiempo de incubacién un preparado de las bacterias tratadas. Para esto, se
extendieron 40 pul del cultivo en un portaobjetos de vidrio, se fijé por calor y se
realizé una tincidn con cristal violeta al 5%. Finalmente se exploré la formacién de
filamentos bacterianos en un microscopio Zeiss Axioplan suplementado con una

camara Olympus DP72, a una amplificacidon de 1000X.

Para Microscopia Confocal por Scanneo Laser (LSCM), las bacterias luego del
tratamiento con IPTG fueron cosechadas por centrifugacion a baja velocidad,
lavadas con buffer PBS y resuspendidas en 20 ul del mismo. Luego fueron tefiidas
con el colorante FM 5-95 que fue agregado a una concentracion final de 6,5 pg/mi
e incubadas 5 minutos en hielo. Luego las células fueron colocadas en una
superficie de 1 mm de espesor compuesta por agar 2%, montada sobre un
portaobjetos de vidrio. Luego se colocd un cubreobjetos de vidrio y se examind en

microscopio Zeiss Meta a magnificaciones de 400X y 1000X.

54



Materiales y Métodos

Ensayos in vivo con EGSs no hidrolizables por nucleasa bacteriana

compuestos por LNA y ADN dirigidos contra el mensajero ftsZ

Prueba de sensibilidad a la lisozima

Dado que la cepa E. coli AS19 tiene una alta frecuencia de reversion de fenotipo,
antes de realizar cada ensayo se llevd a cabo una prueba de sensibilidad a la
lisozima (segun Sekiguchi e lida, 1967 [117]). En la misma, las células provenientes
de un cultivo en LB liguido a 37 2C con agitacién son cosechadas a baja velocidad.
Luego el pellet bacteriano se resuspende en una solucion 2 ug/ml de lisozima de
huevo (en 0,05 M Tris-HCI pH 8,0) e inmediatamente la suspensién bacteriana se
coloca en una cubeta acrilica para espectrofotometria (L= 1 cm) y se mide la
absorbancia (A) a 600 nm en funcidon del tiempo. Se espera que en un cultivo en el
que no se encuentren cantidades significativas de células revertantes, la
absorbancia disminuya de forma exponencial, durante los primeros dos minutos

de incubacion.

Efectos del tratamiento con agregado exdégeno de EGSs no hidrolizables por

nucleasas bacterianas

Cultivos over night de E. coli AS19 en medio LB a 37 2C con 200 rpm de agitacion,
fueron diluidos en LB liquido a una cantidad de 10°> UFC/ml y fueron dispuesto en
microplacas de poliestireno. A cada uno de los pocillos se les agregd
concentraciones variables de los EGSs compuestos por acidos nucleicos cerrados
(LNA) y ADN y no hidrolizables por nucleasas bacterianas. A su vez se realizaron los
controles con las secuencias sense y con EGSs aleatorios. Las secuencias de los
oligomeros empleados en este ensayo pueden verse en la Tabla 6. Luego de
agregados los compuestos se incubé la placa sellada a 37 2C con agitacion durante
120 minutos. Luego se procedid a realizar el recuento de unidades formadoras de
colonia como asi también a cuantificar el efecto del tratamiento en la morfologia

bacteriana.
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Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias

Para establecer cdmo se afectd la cantidad de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) se empled el recuento en microgota, por lo que luego de realizado el
tratamiento con los oligdmeros, se llevd a cabo la dilucién serial de los cultivos en
buffer PBS y se incubé en LB agar a 37 2C durante toda la noche. Se llevé a cabo el
recuento de colonias formadas. Los experimentos se realizaron por triplicado y la
significancia estadistica se determind realizando ANOVA de una via y un test
Dunnet de comparacion multiple. P < 0,05 se considerd estadisticamente

significativo.

Determinacion de la morfologia y el largo celular

Para analizar la morfologia y determinar el largo celular se empled microscopia
Optica. Luego del tratamiento las células fueron cosechadas por centrifugacion a
baja velocidad (3000 g durante 3 minutos), fueron resuspendidas en 25 pul de
buffer PBS, esparcidas en un portaobjetos de vidrio, fijadas y tefiidas con una
solucidn 10 % de cristal violeta. Posteriormente microfotografias fueron tomadas
en un microscopio Zeiss Axioplan equipado con una cdmara Olympus DP72, a una
amplificacién de 1000X. Se empled el programa Image J para analizar las
microfotografias y tomar las medidas del largo celular. El analisis estadistico se
llevo a cabo utilizando el GraphPad Prism 5 mediante un analisis de Kluskal-Wallis
y la prueba de Dunn de compracién mualtiple. P < 0,05 se consideré

estadisticamente significativo.

Ribozima P de A. baumannii

Generacion de vectores conteniendo la subunidad M1 de A. baumannii

Para la generacidn de los clones conteniendo la subunidad ARN-catalitica (M1) de
la ARNasa P de A. baumannii se empled como molde ADN gendmico de la cepa de
A. baumannii ATCC 17978. Se llevd a cabo una PCR utilizando como cebadores los
pares M1 A.baumanni T7 F y M1 A.baumanni R 6 los cebadores M1AbT7 F-Short y

M1Ab R-Short. La diferencia entre el primero y el segundo es que, en el caso del
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primero, el producto de PCR tendra un sitio de corte para la enzima de restriccién
Hind Il en el extremo 5y otro sitio de corte para la enzima restriccién Bam H/ el

extremo 3°.

Posteriormente con el fragmento M1Ab flanqueado por los sitios de restriccién
Hindll y BamHI se realizé un clonado direccionado utilizando como vector al
pldsmido de expresion pBBR1IMCS-2 [118]. Para esto, se cuantificd el producto de
PCR por absorbancia a 4 260 nm y se digirieron unos 200 ng del mismo, con ambas
enzimas de restriccidon en simultdneo, empleando una unidad enzimatica de cada
una. En este ultimo procedimiento se realizé una incubacién de 120 a minutos a
37 °C, seguido por una inactivacién de las enzimas por calentamiento a 65 2C
durante 15 minutos. A este producto de PCR digerido de ahora en mas lo
denominaremos “inserto”. A su vez, el vector pBBR1IMCS-2 también fue digerido
con las enzimas de restriccion mencionadas y luego, el vector linealizado fue
purificado mediante una electroforesis en gel de agarosa. Después se mezcld el
inserto con el vector y se realizd una precipitacion con etanol con el objetivo de
liberar las muestras de impurezas y concentrar los dcidos nucleicos. Luego se llevé
a cabo la ligacion del vector y del inserto (que se encontraban en una proporcién
10:1) mediante el uso de T4 ligasa (Promega), para lo que se incubd primero 30
minutos a temperatura ambiente y luego toda la noche a 4 2C. Posteriormente se
transformaron células de E. coli DH5a electrocompetentes, empleando 2 pl del
producto de ligacion. Las células transformantes fueron seleccionadas en placas
de LB agar suplementadas con kanamicina a una concentracién de 50 pg/ml.
Algunas de las colonias kanamicina resistentes, se cultivaron y se les realizé una
minipreparacion para obtener ADN plasmidico, el cual se secuencié con el objetivo
de constatar que se trataba del pldsmido recombinante portando la secuencia

M1Ab. A este pldsmido se lo denominé pBBR1IMC-2-M1Ab.

Por otra parte el fragmento de ADN M1Ab largo (flanqueado por los sitios para las
enzimas de restriccion Hindlll y BamHI) y corto (sin sitios de corte para las enzimas
de restriccion) fue clonado en un vector pCR2.1-TOPO (resistente a ampicilina),

utilizando el kit TOPO Cloning reaction (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
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fabricante. Una vez obtenido el pldsmido recombinante, el mismo se introdujo
por transformaciéon quimica en bacterias Transform One Shote DH5a (Invitrogen)
siguiendo el protocolo indicado por la compafiia proveedora. Las bacterias
recombinante fueron seleccionadas en placas de LB agar suplementadas con 100
ug/ml de ampicilina, se realizaron minpreparaciones de plasmidos a partir de
algunas de ellas y los pldsmidos obtenidos se enviaron a secuenciar. Finalmente,
se seleccionaron dos plasmidos: uno conteniendo la secuencia M1Ab flanqueado
por los sitios de corte para Hindlll y BamHI al que se denominé pM1Ab y otro
conteniendo el producto de pCR M1 pero no flanqueado por esos sitios de corte

para encimas de restriccidon. A este Ultimo se lo denominé pM1Ab Short.

Obtencion de la subunidad ARN catalitica M1 de A. baumannii

La obtencidn de la subunidad catalitica de la ARNasa P (M1) de A. baumannii se
realizé mediante una transcripcién in vitro de ARN empleando el kit comercial
MEGAshortscript™ high yield transcription T7 (Ambion), siguiendo las instrucciones

estipuladas por el fabricante.

Como molde una digestion con las enzimas Hindlll y BamHIl del plasmido
pBBR1MC-2-M1Ab, mencionado en el apartado anterior’. Su digestidon genera un
fragmento lineal que incluye al gen que codifica para la subunidad M1 de
Acinetobacter baumannii bajo el promotor del fago T7. La transcripcion in vitro de
este molde generd un fragmento de un tamafio que concuerda con los 355
nucleétidos esperados. También se empleé como molde para la transcripcion in
vitro el producto de PCR purificado que fue generado a partir de la utilizacién de

los cebadores F-Short y M1Ab R-Short y el ADN plasmidico de pM1Ab.
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Generacion del vector de expresion para la subunidad proteica C5 de A.

baumannii

Para la obtencion de la secuencia codificante correspondiente a la subunidad
proteica C5 de A. baumannii se empled la base de datos Genome del NCBI
(Namero de referencia del NCBI: NC_009085.1). Por otra parte, como vector de
expresion se seleccioné el plasmido pET-22b(+) que cuenta con regién de
expresion y de clonado multiple, en la que el inserto puede colocarse rio abajo del
promotor T7, el operador lac y el sitio de unién al ribosoma y rio arriba de la cola
de seis histidinas que servira luego para la purificacidn e identificacién del péptido.
Un esquema de esta region puede apreciarse en la figura que se muestra a

continuacion (Figura 13):

TT promcier primes 285348.3

g TT promobor - Iac operabor Xpal _rhs
Mgl i il hador MecLhnl Bami | Ecolt | Sacl
= I
Sel pgw metl Wl et s Bz
]

TT lidsteni| v o TT \sivrenalon aimes BHO33T-0

Figura 13. Esquema de la region de clonado y de expresion del plasmido de
expresion pET-22b(+). Tomado de Novagen pET System Manual.

Se utilizd ADN gendmico de la cepa de A. baumannii ATCC 17978 como molde para
la PCR y para amplificar la secuencia codificante C5Ab se disefiaron los cebadores
C5 A. baumannii F y C5 A. baumannii F, conteniendo la secuencia de corte para la
enzimas de restriccion Nde | y Xho | respectivamente. Por otra parte, se linealizé
el vector de expresion pET-22b(+) con Ndel y Xhol y empleando ambas enzimas se
digirié el producto de PCR obtenido previamente. El inserto y el vector se ligaron
con T4 ligasa, de manera similar a lo explicado en el apartado anterior y se
transformaron células de E. coli DH5a electrocompetentes con el producto de
ligacion. Las bacterias transformante fueron seleccionadas en placas LB agar
conteniendo 100 pg/ml de ampicilina, se preparé ADN plasmidico a partir de

algunas de estas colonias y se envié a secuenciar. El clon portando el plasmido de
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expresion con la secuencia correspondiente a la subunidad proteica C5 de A.
baumannii seguida en fase por la cola de seis histidinas, se denomind pET22b+-

C5Ab.

Expresion de la subunidad proteica C5 de A. baumannii recombinante

La sobreexpresién de la subunidad proteica C5 de la ribozima P de A. baumannii se
llevo a cabo en la cepa de E. coli BL21(DE3) que posee la secuencia codificante por
la polimerasa del fago T7 insertada en su genoma y bajo el promotor /lac. Esta
cepa fue transformada con el plasmido recombinante pET22b+-C5Ab que posee la
secuencia codificante para la C5Ab bajo el promotor T7. Por lo que al agregar
isopropil-b-D-thiogalactopiranosido (IPTG) se expresa la polimerasa T7 y por ende
se genera y transcribe la proteina recombinante. Las condiciones de induccion de
la expresion fueron las siguientes: medio rico LB, 28 2C, 200 rpm/min, DOizggo =
0,8; 0,5 mM de IPTG, 90 minutos. Luego se realizd un lisado de bacteria mediante
un esquema de lisis por cambio de temperatura seguido por una ruptura a alta
presion con un equipo de french press. Posteriormente se llevd a cabo un
fraccionamiento celular mediante un esquema de centrifugacién vy
ultracentrifugacion a distintas velocidades.

El andlisis de las fracciones se realizd mediante una electroforesis en gel de
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) 15%. Seguido por una tincion Azul Coomassie.
A su vez también se realizé un ensayo de Western Blot, empleando como
anticuerpo primario, un anticuerpo monoclonal que reconoce al hexdmero de
histidina. Los detalles de cada protocolo se me describen en los apartados a

continuacion.

Fraccionamiento subcelular

Con el objetico de separar las fracciones subcelulares de E. coli el se utilizé el

siguiente protocolo, siempre trabajando con la muestras en frio:
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) Las bacterias de cultivaron hasta alcanzar la DO a 1600 nm deseada y
luego fueron cosechadas por centrifugacion (4000 g 15 min, a 4 2C).

1)) Las células fueron resuspendidas en 1-3 ml de Tris HCl 20 mM pHS,
PMSF 1 mM.

1) Se realizd una lisis bacteriana mediante un ciclo de congelamiento y
descongelamiento: 10 minutos a -80 2C seguido de 5 minutos a 25 2C.

V) Luego se llevd a cabo una lisis mecanica por alta presidon: la muestra se
paso 3-5 veces por la mini french press a 1000 psi.

V) Se centrifugd el lisado a unos 5000 rpm 15 min a 4° 2C, se conservo el
pellet (fraccién debris). Luego se volvié a centrifugar a 12000 rpm 15
min, a 4 2C se conservod el pellet (fraccion cuerpos de inclusién). Se
centrifugd el sobrenadante a 45000 rpm 1 hora a 4 2C. En este ultimo
caso el pellet se corresponde con membranas totales y el sobrenadante
con la fraccién de proteinas citoplasmaticas solubles.

Todos los pellets fueron resuspendidos en Tris HCl 20 mM pH8, PMSF 1 mM.

Electroforesis de proteinas
Geles desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Antes de sembrar las muestras se les agregd 1/2 volumen de Buffer de Crackeo 3X
(CB) cuya composicion se detalla mas adelante. Se calentaron durante 10 minutos
a 99 °C. Los marcadores de peso de molecular no preparados previamente,
recibieron el mismo tratamiento previo con CB que las muestras.

Para electroforesis de proteinas en gel discontinuo de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizante (agregado de SDS), se empled el protocolo descripto
por Laemmli (Laemmli 1970). Tanto para el armado (polimerizaciéon) como para la
electroforesis del gel se utilizd el sistema Miniprotean Il (BioRad). Los
componentes se agregaron en el orden en que aparecen en la tabla. En todos los
casos se agregd en ultimo término la solucién de presulfato de amonio (PSA) y la
N,N,N',N'-Tetrametil-etilen-diamino (TEMED) dado que estos compuestos

catalizan la polimerizacién de la acrilamida y la bis-acrilamida. La proporcién de
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agua y acrilamida varié segun la concentracion de poliacrilamida a requerida en

cada gel .

H20 dd 1,66 ml 2,89 ml

Tris HCI 1,25 mlde 1,5 M pH=8,8 | 1,25 ml de 0,5 M pH=6,8
Acrilamida 30% (37,5:1) 2ml 0,833 ml

SDS 20% 25 ul 25 ul

PSA 10% 50 pl 50 pl

TEMED 5 ul 5 ul

Volumen Final 5ml 5ml

Tabla 4. Reactivos y cantidades empleadas en la preparacion de geles
discontinuos desnaturalizantes para electroforesis de proteinas.

Buffer de corrida: 25 mM Tris pH: 8,8, 200 mM glicina, 0,1 % SDS. Para preparar
una solucion madre 10X: 30.3 g Tris; 144 g glicina, 10 g SDS. Llevar a 1 | con agua.
Buffer de Crackeo (CB) 3X: 12 % SDS, 6 % R-mercaptoetanol, 30 % glicerol, 0,05 %

azul de bromofenol, 150 mM Tris-Hcl pH =7, 6 M urea.

Geles desnaturalizantes con tricina

Con el objetivo de resolver de resolver con detalle proteinas de pequefio tamafio
se llevaron a cabo electroforesis en gel discontinuo con tricina y SDS
(desnaturalizante) ya que mejora notablemente la resolucién de proteinas con
peso molecular menor a 100 kDa. El buffer de siembra utilizado fue el mismo que

con los geles desnaturalizantes tradicionales.

H20 dd 1,61 ml 1,92 ml

Tris HCI 1,25 ml de 3 M pH=8,45 0,77 ml de 0,41 M pH=7,5
Acrilamida 30% (29,2:0,8) | 1 ml 0,25 ml

Glicerol 0,66 ml

SDS 20% 50 ul 30 ul

PSA 10% 50 pl 30 pl

TEMED 5l 3ul

Volumen Final 5ml 5ml
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Tabla 5. Reactivos y cantidades empleadas en la preparacion de geles
discontinuos desnaturalizantes para electroforesis de proteinas realizados con
tricina.

Buffer de corrida anddico 1 X: Tris-HCI 0.2 M pH 8.9 Buffer de corrida catédico 1
X: 0.1 M Tris, 0.1M Tricina, 0.1% SDS. No es necesario ajustar el pH

Tincion con Azul de Coomassie

Los geles de poliacrilamida empleados en la electroforesis de proteinas se
sumergieron en 50 ml de solucidn colorante y se incubd con agitacion orbital 20
minutos a temperatura ambiente. Luego se realizaron 3-5 lavados de entre 10-20
minutos cada uno con 40 ml de solucién decolorante con agitacidon orbital a
temperatura ambiente. Los geles fueron documentados fotograficamente y luego

secados en el sistema BioRad a 80 2C constante y con vacio durante 60 minutos.

Solucion colorante: Coomassie Brillant Blue R250 0.1% (p/v), etanol 20%, acido
acético al 7%.

Solucién Decolorante: Acido acético al 7%

Transferencia a membrana de pvdf y ensayo de western blot

Luego de realizada la separacion del extracto proteicos en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes, se procedié a realizar la transferencia de las
misma a una membrana de plovinilideno difluoruro (pvdf) y posteriormente se
realizd un ensayo de western blot, con el objetivo de detectar a la proteina
recombinante C5Ab-(His)s.

Para la transferencia se utilizd un sistema de transferencia semi-seco (Hoefer
SemiPhor, Pharmacia Biotech). Primero se activd la membrana Hybond por
inmersion en metanol y luego se enjuagd en buffer de transferencia (CAPS,
metanol 10%). Después se procedié al armado del cassette en el siguiente orden:
papel Watman 3MM, gel, membrana, papel Watman 3MM; el papel Watman fue

previamente embebido en buffer de transferencia. Finalmente se conecté el
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equipo a la fuente y se realizé la transferencia a 120 mA durante 45 minutos. Se

verificd la transferencia de las proteinas tifiendo la membrana con una solucidn

acuosa de Rojo punceau que luego fue eluido con abundante agua.

Buffer de transferencia: 10 mM CAPS, 10 % metanol.

Para los ensayos de western blot se empleé el siguiente portocolo:

1)

1)

1

V)

Se llevo a cabo el bloqueo, para lo que se incubé la membrana con 50
ml de TBS 1X y leche descremada 5 % (p/v), durante toda la noche a 4
oC con agitacion orbital

Se incubdé la membrana con el Anticuerpo Primario: anticuerpo
monoclonal anti polihistidina producido en ratén(dilucion 1/3000 en
TBS 1X, leche 3 %, tween 0,05 %). 90 minutos a temperatura ambiente
con agitacién orbital.

Se realizaron tres lavados con TBS 1X, Tween 0,05 %, 10 minutos a
temperatura ambiente con agitacion orbital.

Se incubd con el Anticuerpo Secundario contra IgG de ratén conjugado
con fosfatasa alcalina y producido en conejo (diluciéon 1/3000 en TBS
1X, leche 3 %, tween 0,05 %). 60 minutos a temperatura ambiente con
agitacion orbital.

Se realizaron dos lavados con TBS 1X, Tween 0,05 % seguidos por tres
lavados con TBS 1X (sin Tween). 10 minutos cada uno a temperatura

ambiente con agitacion orbital.

Para el revelado incubd la membrana con buffer fosfatasa alcalina 5 minutos (15

ml). Primero se agregaron 60 pul de NBT (50 mg/ml), se agitd y luego agregaron 30

ul de BCIP (25mg/ml) sin dejar de agitar suavemente. Se incubd en oscuridad 5-15

minutos hasta la aparicién del color y se frend la reaccién por enjuague con agua

destilada.

64



Materiales y Métodos

Purificacion de la proteina C5Ab

La proteina C5Ab recombinante llevando el tag de seis histidinas en el extremo
carboxilo terminal fue expresada a partir del plasmido pET22b+-C5Ab tal como se
explicara en un apartado anterior y luego fue purificada mediante una
cromatografia de afinidad a metal inmovilizado (IMAC) en un sistema de
incubacién en batch en condiciones desnaturalizantes y elusion por
centrifugacién.

Se utilizdé una columna pre empaquetada conteniendo resina de agarosa 6%
entrecruzada cargada con niquel acido nitirilotriacético (Thermo Scientific HisPur
Ni-NTA Spin Column).

En la cromatografia se utilizaron los siguientes buffers:

-Buffer de Siembra: PBS, 5 M cloruro de guanidinio, 10 mM Imidazol, pH 7,4
-Buffer de Lavado: PBS, 6 M cloruro de guanidinio, 25 mM Imidazol, pH 7,4

-Buffer de Elusiéon: PBS, 6 M cloruro de guanidinio, 0,5 M Imidazol, pH 7,4

La fracciéon del extracto de células provenientes de la expresién de CS5Ab
recombinante insertada en la columna se corresponde con la obtenida en el
sobrenadante de centrifugacién a 12000 rpm, a la que se le agregd cloruro de
guanidinio e imidazol hasta alcanzar las concentraciones indicadas para el buffer

de siembra.

El procedimiento empleado para la purificacion de proteinas portando el tag de

histidina con las columnas mencionadas anteriormente, es el siguiente:

1) Se equilibré la columna con la temperatura de trabajo (temperatura
ambiente) y se prepard el extracto con el buffer de siembra. Se tomé una
alicuota que se denomind Fraccién Extracto. Se eluyd el liquido de
almacenamiento de la columna y se equilibré con buffer de siembra.

2) Se eluyd el buffer de siembra y se cargd la columna con el extracto. Se

incubd durante 30 minutos con agitacién suave a temperatura ambiente.
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3) Se eluyd la columna por centrifugaciéon. A la muestra colectada se la
denomind Fraccion Flow Through.

4) Se lavd la resina con dos volumenes de buffer de lavado. Se repitio el
procedimiento tres veces. A cada uno de los volimenes de liquido

colectados se los denominé Fraccién de Lavadol, Lavado2 y Lavado3.

5) Luego se realizd la elusion de la proteina C5Ab recombinante por
competencia con el imidazol, para lo que se agregaron 2 volimenes de
buffer de elusion. El procedimiento se repitié cuatro veces y a cada una de

las fracciones se las denominé Eluatol, Eluato2, Eluato3 y Eluato4.

Las elusiones se realizaron por centrifugacion a 700 g, 2 minutos a temperatura

ambiente.

Las muestras fueron dializadas contra 600 ml de PBS 1X a 4 oC durante 12 horas.
Finalmente las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y tincién con azul de coomassie y
western blot.

La determinacidon de la concentracién de proteinas presente en la fracciones
eluato se realizd por medicién de la absorbancia a A 280 nm, utilizando como
coeficiente de extincion molar () el coeficiente tedrico calculado para C5Ab

recombinante en el programa ProtParam que resulté ser 6990 M cm™.

Determinacion de la funcionalidad de la subunidades ARN-catalitica (M1Ab) y

proteica (C5Ab) de la ribozima P de A. baumannii

Sustrato unimolecular

Con el objetivo de determinar la capacidad de la subunidad M1Ab clonada y
transcripta de llevar a cabo el corte simple endonucleolitico de una molécula
blanco se empled un sustrato natural unimolecular de la ribozima P: el pre-
ARNt"". Para esto se incubd 80 pmol de ARN pre-ARNt"" con 40 pmol de M1Ab en
ausencia o presencia de 100 pmol de la subunidad C5 de E. coli 6 45 pmol de la

subunidad C5 de A. baumannii; en un buffer compuesto por 20mM Hepes-KOH
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(pH 8.0), 400mM acetato de amonio, 10mM acetato de magnesio y 5% glicerol,
durante 30 minutos a 37 2C La reaccion se frend agergando un volumen de
fenol:cloroformo seguido de una extraccidon con estas sustancia y una purificacion
por precipitacién con etanol. Luego se agregd un volumen de Buffer de Carga Il
(95% formamida, 1mM EDTA pH=8, 0,05% Azul de Bromofenol) y se desnaturalizé
por calor calentando la mezcla 3 minutos a 95 2C. Los resultados se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida 6% en TBS 6 GTG durante 60 minutos a 110
V. Los geles rebelados mediante tincién con una solucién de bromuro de etidio y

fotografiados luego ser expuestos a luz ultravioleta.

Sustrato bimolecular

Se quiso determinar si la subunidad M1Ab clonada y transcripta es capaz de
desencadenar el corte simple endonucleoliticio de un sustrato bomiloecular
compuestos por un ARNm y un EGS, Para primero se realiz6 ensamble del
sustrato: la coincubacion de 40 pmol de ARNm ftsZ con 50 pmol de EGS en un
volumen de 3 pl durante 10 minutos a 25 2C. Paralelamente se realizé el
ensamble de la ARNasa P: se colocaron 40 pmol de ARN M1Ab y 100 pmol de
proteina C5, 7 pl de un buffer compuesto por 20 mM Hepes-KOH (pH 8.0), 400mM
acetato de amonio, 10mM acetato de magnesio y 5% glicerol agregandose un
inhibidor de ARNasas (0,25 ul de Ribolock de Fermentas). Luego de incubar por 15
minutos a 37 2C se agregd esta mezcla enzimatica a la del sustrato, resultando un
sistema de reaccion de volumen 10 ul que se incubd durante 90 minutos a 372 C.
Luego se purificd la muestra con el protocolo de extraccién con fenol-cloroformo
seguido precipitacion con etanol). Finalmente se agregd un volumen de Buffer de
Carga Il (95% formamida, 1mM EDTA pH=8, 0,05% Azul de Bromofenol) y se
desnaturalizé por calor calentando la mezcla 3 minutos a 95 2C. Los resultados se
analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 6% GTG durante 120

minutos a 110 V.
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Ensayos de complementacion heterdloga

Se trabajé con la cepa de Echerichia coli BL21(DE3) T7A49 que posee una mutacion
puntual en la secuencia codificante de la subunidad ARN catalitica de la ribozima P
(Guerrier-Takada, 1995). Esta cepa es una mutante condicional termosensible, ya
que no crece a temperaturas restrictivas (por encima de los 42 2C). Esta cepa fue
transformada con el plasmido pM1Ab, dando lugar a la cepa pFC276. A su vez se
empleé como control la cepa Escherichia coli BL21(DE3) y las misma cepa
transformada con el plasmido pM1Ab (cepa pFC276).

Todas las cepas fueron incubadas en simultaneo en las siguientes condiciones: 28
2C 6 43 2C con o sin agregado de IPTG a una concentracion final de 0,1 mM. Para
esto, cada cepa fue repicada en 2 ml de medio LB liquido y se incubd a la
temperatura indicada con 200 rpm de agitacién durante 24 horas. Cada tubo fue
hecho por duplicado y cada experimento se repitié tres veces. Luego de la
incubacién se constatd la presencia o no de turbidez en el medio y se determiné la
densidad 6ptica a 2 600 nm de cada cultivo. La significancia estadistica se realizé
mediante un ANOVA de una via y la prueba de comparaciéon multiple de Dunnette,

se considero P < 0,05 estadisticamente significativo.

Internalizacién de oligdémeros

Para los ensayos de internalizacién se emplearon células de E. coli Top 10 se
emplearon dos oligdmeros isosecuenciales, pero con distinta composicion

guimica, conjugados al fluréforo Alexa 488 : Alexa Fluor 488- CAAGTACTgttccACCA

(fLNA/DNA) y Alexa Fluor 488-ODN (fODN).

Las células se cultivaron en medio rico LB durante 18 horas a 37 2C con agitacion,
hasta que llegaron a fase estacionaria. Luego se cosecharon, se lavaron con buffer
PBS y se encubaron con fLNA/DNA o fODN en buffer PBS durante 30 minutos a 37
oC. Luego se lavaron con PBS y se incubaron con el colorante de membrana FM5-
95 a una concentracion final de 5 ug/ml y luego se analizaron por citometria de
flujo, en un citdmetro BD o por microscopia confocal (LSCM) en un microscopio

Zeiss Meta o Zeiss pascal. Los datos de citometria de flujo se analizaron mediante
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el programa CellQues, se tomaron 10° eventos. La viabilidad de las células fue
ensayada de igual manera, pero agregando ioduro de propidio en lugar del
tratamiento con FM 5-95. Se realizaron siete repeticiones y el analisis estadistico
se llevé a cabo mediante una prueba t desapareada de dos colas con correccién de

Welch.

Oligémeros Utilizados

A continuacion se encuentran listados los oligomeros empleados en el presenta

trabajo. Se detalla su secuencia y su composicién, como asi también el mensajero

blanco.

EGSal AUAGUGAUCAGAGACCA ftsZ 697-709

EGSa2 GAUAGUGAUCAGAGAACCA ftsZ 696-710

EGSalS CTCTGATCACTATACCA Control sense

EGSb1 CCGUUUCGAACUCACCA ftsZ 1041-1053
EGSb1S GAGUUCGAAACGGACCA Control sense

EGSAP AGGCATCTATACCACCA Control dirigido a PhoA
EGSall ATAGTgatcagagACCA ftsZ 697-709

EGSalSL CTCTGatcactatACCA Control sense

EGSb1L CCGTTtcgaactcACCA ftsZ 1041-1053
EGSb1SL GAGTTcgaaacggACCA Control sense

EGSAPL AGGCAtctataccACCA Control dirigido a PhoA
EGSC3 CAAGUACUGUUCCACCA aac(6)’-1b

EGSA2 CGATATGAGATCGACCA aac(6)’-1b

*Mayusculas: ARN; Minusculas: ADN; Subrayado: LNA

Tabla 6. Listado de oligdmeros utilizados en este trabajo. Se indica el nombre, la
secuencia y la composicién quimica.
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Capitulo I: Tecnologia EGS en Escherichia coli

A) Diseno de EGSs contra el mensajero ftsZ y evaluacion de su
actividad in vitro

Modelado de la estructura secundaria del ARN mensajero ftsZ

Es conocido que moléculas de ARN simple cadena, como por ejemplo un
ARN mensajero, forman estructuras secundarias y terciarias a partir de la
interacciones entre sus mondémeros. Este tipo de arreglos espaciales, puede
generar que determinadas zonas de un ARNm sean inaccesibles a moléculas
antisentido, impidiendo su apareamiento. Es por esto que para inhibir la
expresidn de un gen a través del uso de la tecnologia EGS es necesario conocer las
regiones que se encuentran como simple cadena (ss) en el mensajero blanco, de
manera de disefiar moléculas antisentido dirigidas hacia estas zonas.

Uno de los objetivos de este trabajo de tesis es inhibir la expresién del gen
ftsZ a través del uso de tecnologia EGS. Para ello, es necesario conocer las
regiones simple cadena del mensajero blanco. Entonces, con el propdsito de
conocer la estructura secundaria del mensajero ftsZ se empledé el Mfold web
server 2.3 para plegamiento de ARN [115, 116] desarrollado por Michael Zuker
qgue predice la estructura secundaria de un ARNm basandose en el principio de
minimizacién de la energia libre (dG) total de la molécula y de cada par de
nucledtidos que la componen. A su vez, también determina la probabilidad que
posee cada uno de los nucledtidos integrantes del ARNm de estar como simple
cadena.

Dado que el gen ftsZ posee multiples sitios de inicio de la transcripcion se
analizd la secuencia correspondiente a la isoforma de ARNm que se en mayor
proporcidn en el citoplasma de E. coli (95% de los transcriptos) y que cuenta con
un total de 1373 nucledtidos [92]. Como puede observarse en la Figura 8 de la
Introduccidn este transcripto incluye un segmento 3" del ARNm ftsA seguido rio
abajo de la totalidad de la secuencia ftsZ, ambos separados por una pequefia

region no codificante.
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A través del modelado in silico se obtuvieron 33 estructuras secundarias

posibles del ARNm ftsZ. El esquema que genera el programa de la estructura

energéticamente mas favorecida de estas (la que posee menor energia libre de
Gibbs) puede observarse en la Figura 14. Cada color representa la probabilidad de
ese nucledtido de encontrarse como simple cadena, siendo rojo mas probable y

negro mas improbable. La tabla con cada uno de los colores puede verse en la

seccién Materiales y métodos en la Figura 11.
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Figura 14. Modelado de la estructura secundaria del ARNm de ftsZ realizada por el
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sefialaron dos de ellas que cuentan con nucleétidos con alta probabilidad de estar
como simple.

A su vez para cada uno de los nucleétidos que conforma el mensajero ftsZ
se determind la frecuencia en la que se encuentran como simple cadena entre los
33 plegamientos posibles. Esto puede verse representado mediante un diagrama

de puntos en la Figura 15.
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Figura 15. Diagrama de puntos que indica la frecuencia que posee cada nucleétido
como simple cadena. Utilizando el programa mfold webserver 2.3 se determiné la
frecuencia con que un dado nucledtido se encuentra como simple cadena
considerando las 33 posibles estructuras secundarias del mensajero de ftsZ con
menor energia. En el eje X se indica a cada uno de los nucleétidos y en Y se grafica
la cantidad de evento registrados en las que cada uno de ellos aparece como
simple cadena. Para facilitar la interpretacién, en la parte superior de la figura se
colocd un esquema del mensajero ftsZ con la region codificante como una flecha
gris y con la regién 5'no codificante como una barra negra.
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Diseiio de los EGSs a partir del mapeo de la estructura secundaria del ARNm ftsZ

Con el objetivo de encontrar una o mas regiones del mensajero ftsZ a las
cuales dirigir los EGSs, se examinaron las regiones de la zona codificante del
ARNm. Para cada una se analizé la cantidad de nucleétidos involucrados en la
formacién del bucle y la probabilidad de que cada uno de ellos se encuentre como
simple cadena. Esta ultima informacidon se obtuvo del grafico de plegamiento
generado por el servidor Mfold en el cual cada nucleétido se representa con una
esfera de un color diferente segun la probabilidad de encontrarse como simple
cadena (Figura 14 y Figura 11). En base a esto, las dos regiones seleccionadas para
disefiar los EGSs antisentido fueron la regiéon a comprendida entre los nucledtidos
690 y 710 y la regién b que abarca los nucledtidos 1040 a 1070. Ambas regiones
se encuentran sefialadas en la Figura 14. El gréfico detallado de las mismas puede
observarse en la Figura 16. Como se observa en estos graficos, se disefiaron dos

EGSs contra la region a (EGSal y EGSa2) y otro EGS contra la region b (EGSb1).

Figura 16. Detalle de la estructura secundaria de dos regiones del ARNm ftsZ.
Puede observarse que cada nucleétido posee un color segun la probabilidad de
estar como simple cadena. Se muestran la Region a (izquierda) y la Region b
(derecha), seleccionadas para dirigir los EGSs al y a2 y b respectivamente. En cada
caso se indica con una linea sombreada las bases con las que se aparea el EGS.
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B) Evaluacion de la actividad de los EGSs compuestos por ARN contra

el mensajero ftsZ

Evaluacion de la actividad in vitro de los EGSs

En la seccidn anterior se describié el procedimiento llevado a cabo
mediante el cual se disefiaron las moléculas guia antisentido denomindas EGSs. El
objetivo final de este enfoque experimental es obtener EGSs que sean capaces de
disminuir la expresién del gen vital ftsZ en E. coli in vivo. Se conoce que la
capacidad de los EGSs de unirse al mensajero blanco como asi también de
desencadenar su corte mediado por la ribozima P no es uniforme. Ademds, se
observd que una actividad in vitro efectiva esta directamente relacionada con una
aceptable actividad in vivo [79]. Es por esto que en primer término se procedio a
realizar ensayos con el fin de evaluar la actividad in vitro de los EGSs disefados
sobre el mensajero ftsZ. Estos ensayos fueron: medicién de la capacidad de los
EGSs de unirse al mensajero blanco y evaluacidn de la eficiencia de desencadenar

el corte del ARNm mediado por la ribozima P.
Ensayos de union al mensajero

Con el objetivo de verificar la capacidad de unién de los EGSs al ARNm ftsZ
se llevd a cabo un ensayo de cambio de movilidad electroforética (EMSA). El
ensayo consiste en incubar el EGS marcado radioactivamente con el ARNm sin
marcar y luego someter la mezcla a una electroforesis en condiciones nativas. En
el caso que produzca una interaccién EGS-mensajero la movilidad del EGS se veria
retardada en el gel, respecto del EGS que se encuentra libre. Un esquema del

ensayo puede observarse en la Figura 17.

El mensajero ARNm ftsZ se obtuvo mediante transcripcion in vitro y los
EGSs fueron marcados radiactivamente, en ambos casos siguiendo el protocolo

descripto en la seccién de Materiales y Métodos.
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Figura 17. Esquema de un ensayo de determinacion capacidad de unién de un EGS
a un ARNm. El mismo se lleva a cabo evaluando el cambio de movilidad
electroforética (EMSA) del EGS marcado en presencia del mensajero. Si el EGS
interactia con el mensajero, la movilidad del EGS se ve retrasada (calle de la
derecha); si no hay interaccién la movilidad del EGS no se ve afectada (calle de la

izquierda).

Oligémero Secuencia ‘ Mensajero Blanco
EGSal AUAGUGAUCAGAGACCA ftsZ 697-709

EGSa2 GAUAGUGAUCAGAGAACCA ftsZ 696-710

EGSb1 CCGUUUCGAACUCACCA ftsZ 1041-1053

EGSAP AGGCATCTATACCACCA Control dirigido a PhoA

Tabla 7. EGS de ARN utilizados en los ensayos de evaluacién de la actividad in
vitro de los EGSs.

Para el ensayo se incubd una cantidad fija (10 pmol) de EGS marcado
radiactivamente con 2P en 5’ con cantidades crecientes de mensajero ftsZ (0; 0,6;
6; 60 y 300 ng) durante una hora a 25 °C. Luego se realizd una electroforesis en

gel de poliacrilamida 6% TBE no desnaturalizante. Los EGSs ensayados fueron:
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EGSal, EGSa2 y el EGSAP complementario al gen de la fosfatasa alcalina como

control negativo, ya que se esperaba no se uniera al mensajero ftsZ.

Los resultados de la Figura 18 indican que tanto los EGSs dirigidos contra la
region a como el dirigido contra la regién b poseen capacidad de unién al
mensajero blanco, indicando que ambas regiones del ARNm son accesibles a los
EGSs disefiados. Por otro lado, la diferencia de longitud de nucledtidos entre el
EGSal y EGSa2 no parece tener un efecto considerable sobre la capacidad de
unién al mensajero. Finalmente, tal cual lo esperado, el EGS AP que se incluyd

como control negativo no mostré unién al ARNm ftsZ.

EGSb1 EGSa1l EGSa2 EGSAP

Complejo ... -
EGS-
ARNmM

EGS libre

. . . D

ARNm ftsZ ARNm ftsZ ARNm ftsZ ARNm ftsZ

Figura 18. Evaluacion de la actividad in vitro de los EGSs. Unidn de los EGS al
ARNm ftsZ. Los oligorribonucleétidos fueron marcados en su extremo 5,
mezclados con diferentes cantidades de mensajero (de izquierda a derecha 0, 1,
10, 100 6 500 ng) y analizados por electroforesis nativa en poliacrilamida 6%.

Evaluacidon de la actividad de los EGSs disefiados: capacidad de inducir el corte

del ARNm ftsZ in vitro en presencia de la ARNasa P

Se determind la capacidad de los EGSs disefiados de inducir la reaccion de
corte del mensajero ftsZ mediado por la ARNasa P. Para evaluar esta actividad, se
incubd el ARNm ftsZ marcado radiactivamente con *’P en el extremo 5 con los
EGSs complementarios a las regiones a y b sin marcar. Los detalles de las

condiciones de reaccién se encuentran en la seccion Materiales y Métodos [119].
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Para la reaccidon en presencia del EGSal se predice que el producto de
corte por ARNasa P es un fragmento marcado radiactivamente de 696 nucledtidos
y otro sin marca de 678 que no se detectaria. Mientras que cuando la reaccion se
realiza en presencia del EGSb1 se espera que el producto conteniendo el extremo
5'marcado tenga 1041 nucleétidos y el restante 333 nucledtidos. La presencia de
los fragmentos 5" marcados se analizé por electroforesis en gel de poliacrilamida
6% GTG y posterior revelado mediante sistema Phosphoimager. El procedimiento

experimental y los resultados esperados se esquematizan en la Figura 19.
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Figura 19. Esquema de los resultados esperados en el ensayo de actividad de los
EGSs disefiados (capacidad de inducir el corte del ARNm ftsZ in vitro en presencia
de la ARNasa P).

Los resultados que se muestran en la Figura 20 indican que los EGSs
compuestos por ARN vy disefiados los EGSs compuestos ARN disefiados para
aparearse con las regiones a y b del mensajero (sefialadas en la Figura 17) son

capaces de desencadenar el corte del mismo en presencia de la ribozima P.
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En la calle donde le mensajero fue tratado con el EGSb1 se observa una
banda de aproximadamente 1050 nt, consistente con el tamafio esperado para el
producto de corte (1041 nucledtidos de longitud). En el caso de los EGSs
complementarios a la regién a del mensajero, EGSal y EGSa2, se observa una
banda de aproximadamente 700 nucleédtidos, siendo esto consistente con lo
predicho (696 y 697 nucledtidos, respectivamente). En la calle donde no se agregd
EGS pero si ARNasa P y en la calle correspondiente a la reaccién donde la ARNsa P
no estuvo presente pero si hubo un EGS no se observa presencia de producto de
corte alguno. Esto indica que estos EGSs ensayados tienen la capacidad de
desencadenar el corte del mensajero ftsZ de manera dependicente de la presencia
de la ribozima P y que, por lo tanto, son candidatos a ser probados en ensayos in

vivo.

RibozimaP <= + 4+ = — 4
EGS b1 a1 a2 AP bl —

ARNmM ftsZ->
Producto b1->
Producto a=>

Figura 20. Ensayo actividad in vitro de los EGSs. Capacidad de inducir el corte del
mensajero ftsZ en presencia de la ARNasa P. Se ensayaron los EGSs
complementarios a las regiones a y b. En la calle correspondiente a los EGSs
dirigidos a la regién 1 se observa la presencia de una banda radiactiva de
aproximadamente 700 nt, indicando que estos EGSs son capaces de activar el
corte del mensajero por parte de la ARNasa P. Para el EGSb1 se observa un
producto de corte de unos 1050 nt (para ser consistente con el texto), de tamafio
acorde al esperado. Electroforesis en poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes.
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Evaluacidn de la actividad in vivo de los EGSs ARN contra el ARNm de ftsZ.

Para evaluar el efecto in vivo de los EGSs disefiados contra el mensajero
ftsZ se selecciond el EGSb1. Para lo que se generd un plasmido recombinante en
base al vector pUC57 (de alto nimero de copia y cuyo marcador de seleccion es la
resistencia a la ampicilina) con un inserto que incluye al promotor T7 seguido de la
region codificante del EGSb1, la secuencia ACCA -necesaria para el reconocimiento
del sustrato por parte de la ARNasa P- y la secuencia correspondiente a la ribozima
cabeza de martillo. Esta secuencia es la requerida para generar una ribozima
cabeza de martillo de manera tal de obtener un extremo 3’correcto para el EGsb1
transcripto por un corte en cis dado por la ribozima cabeza de martillo [74] [80] a
este plasmido se lo denominé pEGSb1. Como control se empled un plasmido con
la misma construccion pero con la secuencia sense del EGSb1 al que se denomind
pPEGSb1S. El esquema del constructo se muestra en la Figura 12 de la seccién

Materiales y Métodos.

Células E. coli BL21(DE3)(pLysS) competentes fueron transformadas con
PEGSb1 o con pEGSb1S (control). Esta cepa contiene en su cromosoma el gen que
codifica para la T7 ARN polimerasa bajo el promotor plLac. Con el objetivo de
inducir la transcripcion de la T7 ARN-pol se agregd IPTG a los cultivos en fase
exponencial (DO a 1=600 nm de 0,2), se incubaron por 90 minutos y luego fueron
analizados por miscroscopia éptica tradicional y microscopia confocal. También se
determind la viabilidad celular mediante un recuento en placa tal como se detalla

en Materiales y Métodos.

En las imdgenes de microscopia se puede observar la constante aparicién
de filamentos en las células que llevan el plasmido PEGSb1 con respecto a las que
llevan el plasmido control (pEGSb1S), lo que indica un claro efecto de elongacién
celular mediado por el EGSb1 en las células (Figura 21 A). Por otra parte, al tefiir
las células con el colorante de membrana FM5-95 y observar los filamentos

mediante microscopia confocal no se evidencia la presencia de septos, sugiriendo
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gue son células individuales y que la presencia del EGSb1 estaria alterando la

normal divisién e las mismas (Figura 21 B).

A
EGSb1 ~ EGSb1s

.' l » : . |

Figura 21. Efecto del EGSb1 en la divisidn y en la viabilidad celular. A. El inductor
IPTG (1 mM) fue agregado a cultivos de E. coli BL21(DE3)(pLysS) que contiene el
pldsmido recombinante pEGSb1l o pEGSb1S cuando la ODggo alcanzé 0,2. Lass
células bacterianas se incubaron con el inductor por 60 minutos, fijadas con calor,
tefiidas con cristal violeta y observadas al microscopio de transmisidon (aumento
1000x). B. Células teiiidas con el colorante de membrana FM5-95 y examinadas
por microscopia confocal.

Finalmente se determind la cantidad de Unidad Formadoras de Colonia por
ml (UFC/ml) para ambos cultivos de E. coli BL21(DE3)(pLysS) transformadas con

PEGSb1 o pEGSb1S, luego de la induccién con IPTG. Tal como se muestra en la
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Figura 22 se observé una reduccion significativa de las CFU/ml en las células que
producen el EGSb1 con respecto a las que llevan el EGS control (ESGb1S). El

analisis se realizé6 mediante una prueba t desapareada de dos colas, P < 00.5 se

considerd estadisticamente significativo.
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Figura 22. Efecto de la expresién del EGSb1 o EGSb1Sense en la viabilidad celular.
Los resultados se expresan como logyo de la media de UFC/ml +SD. Resultados
similares fueron observados en 3 experimentos independientes. *P< 0,01.

Los resultados descriptos en las Figuras 21 y 22 confirman que el EGSb1l
(compuesto por ARN) expresado desde un plasmido en el citoplasma bacteriano
posee un efecto negativo para la supervivencia de las células que lo portan,

debido probablemente a una inhibicién en la divisién celular.
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C) Evaluacion de la actividad de los EGSs compuestos por analogos de
acidos nucleicos no hidrolizables por nucleasas contra el mensajero

ftsZ

En este apartado se describen ensayos de funcionalidad efectuados
empleando EGSs no hidrolizables por nucleasas bacterianas. Estos EGSs estan
compuestos por una combinacién de ADN y un analogo de acido nucleico: LNA
(del inglés Locked Nucleic Acid, o acido nucleico bloqueado). En la Figura 23 puede
observarse una representacion de la estructura quimica de mondémeros de LNA,

ADN y ARN.

| LeN
- - ‘_, \‘; - —
—

Figura 23. Esquema de la estructura quimica de monémeros de LNA, ADN y ARN,
los tres forman parte de llos EGSs empleados en este trabajo.

Disefio de EGSs no hidrolizables por nucleasas bacterianas. Ensayos de actvidad

ARNasa P: efecto in vitro de los EGSs sobre el ARNm ftsZ

Se disefiaron EGSs isosecuenciales a los EGSs compuestos por ARN y cuya
funcionalidad se demostré anteriormente (EGSb1 y EGSa2), pero con la siguiente
configuracion (de 5°a 3°): 5 nucledtidos de LNA seguido por 8 nucleétidos de ADN
seguido por 4 nucleétidos de LNA. La eleccion de esta configuracién se basé en
observaciones obtenidas con anterioridad en nuestro laboratorio que indicaban
que esta configuracién es la que genera una mayor eficiencia de corte de
mensajero in vitro. En la Tabla 8 se encuentran los EGSs disefiados, su secuencia y

su composicién quimica.
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EGS Secuencia Region en el ARNm ftsZ

EGSb1L | CCGTTcgaactcACCA 1041 - 1053

EGSb1SL | GAGTTcgaaacggACCA | No aplica (control)

EGSallL | ATAGTgatcagagACCA | 697-709

EGSalSL | CTCTGatcactatACCA | No aplica (control)

EGSAPL | AGGCAtctataccACCA | No aplica (control)

Tabla 8. EGSs dirigidos al ARNm ftsZ: secuencia y region blanco. EGSAPL
estd dirigido contra el gen phoA. EGSb1SL tiene la secuencia
complementaria al EGSb1L. EGSalSL tiene la secuencia complementaria al
EGSall Mayusculas subrayado: LNA (Locked Nucleic Acids). En minusculas:
ADN.

Evaluacion de la actividad de los EGSs compuestos por ADN/LNA disefiados:

capacidad de inducir el corte del ARNm ftsZ in vitro en presencia de la ARNasa P

Posteriormente se ensayd la capacidad de los EGSs compuestos por
LNA/DNA de desencadenar el corte endonucleolitico del mensajero ftsZ mediado
por la ARNasa P, in vitro. Para esto, se incubd el EGSb1L 6 el EGSall junto con el
ARNm marcado radiactivamente y los componentes de la Ribozima P durante 90
minutos a 37 2C. Tanto el RNA M1 como la proteina C5 fueron generados en el
laboratorio ya que no se encuentran comercialmente disponibles. . Luego se
detuvo la reaccion por tal como se indicé en Materiales y Métodos, se purificd el
ARNm vy se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes, reveldndose el gel mediante el sistema Phosphoimager.

En la Figura 24 puede observarse el desencadenamiento del corte del
mensajero ftsZ en presencia de tres concentraciones diferentes de EGSb1L (0,05;
0,5y 5 uM), se detecta un banda radioactiva de unos 1050 nucleétidos de acuerdo
a lo predicho También se observa que a concentraciones mayores, la presencia de

EGSb1L induce ademas la aparicion de una banda adicional de unos 750 nts,
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sugiriendo que dicho EGS procesa al mensajero en una locacion diferente de la
posicion esperada en el blanco. Este fendmeno fue observado anteriormente y
podria producirse como consecuencia de la union del EGS compuesto por ADN vy
LNA a una region alternativa del ARNm debido a un incremento en la afinidad del
compuesto antisense por la presencia de monémeros de LNA en el mismo [120].
Una region que presente una estructura tridimensional del ARNm similar a la que
corresponde a la secuencia blanco, aunque no sea perfectamente complementaria
y una alta termoestabilidad del complejo LNA/DNA y el ARN del mensajero
pueden resultar en una interaccién productiva. Tal cual lo esperado, los controles
negativos (EGSb1sL, ESGAPL, y EGSb1L sin enzima) no indujeron la degradacion del
mensajero ftsZ. Mientras que el control positivo, tratamiento con EGSb1, resulté

en el corte del mensajero en la posicion esperada.

ARNasa P + + + o+ + - +
EGSb1L ’\éf
EGS 0‘30 i 0,,-5@ c
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Figura 24. Corte del ARNm ftsZ mediado por la ARNasa P en presencia del
EGSina/ona EGSD1L. Los componentes de la ARNasa P (ARN M1 y proteina C5)
fueron preincubados 15 min a 37 oC y el mensajero -marcado con >?P en el
extremo 5” junto con el EGS ya/ona fueron también preincubados a 25 2C por 15
min. Luego, ambas soluciones fueron mezcladas e incubadas 90 minutos a 37 C.
La reaccién se frend y se analizd en poliacrilamida 6% en condiciones
desnaturalizantes (urea 7 M).
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En la Figura 25 se muestra el ensayo de corte del mensajero ftsZ en
presencia de cantidades crecientes de EGSalL. Noétese que el aumento en la
concentracion del compuesto antisense no desencadena un aumento considerable
en la cantidad de ARNm cortado. Los controles negativos (EGSb1lL, EGSAP y

ausencia de ribozima) no produjeron el corte del mensajero, acorde a lo esperado.

ARNasa P + + + + + - +

EGSuyM 5 0,05 0,5 5 5 5 5

Figura 24. Corte del ARNm ftsZ mediado por la ARNasa P en presencia del EGSall.
Se emplearon cantidades crecientes de EGSb1L (0,05; 0,5 y 5 uM). Reaccion
analizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida 6% en condiciones
desnaturalizantes (urea 7 M).

Evaluacion de la actividad in vivo de los EGSs compuestos por LNA/ADN

En este apartado se describen ensayos de funcionalidad in vivo de los EGSs
antes descriptos, basados en una estrategia de delivery diferente a la empleada
anteriormente y que consiste en la administracion exdégena del EGS compuesto
por ADN y el analogo de acidos nucleicos y LNA. Dado que estos EGSs son
resistentes a nucleasas bacterianas es posible administrarlos exdgenamente a un
cultivo bacteriano. Por otro lado se utilizdé la cepa E. coli AS19 que es

hiperpermeable a compuestos de diferente estructura quimica. Como ya se
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menciond en la introduccidn, uno de los principales desafios para la utilizacién de
EGSs como mecanismo de inhibiciéon de genes bacterianos mediante tecnologia
antisentido es el éxito en el disefio de estrategias que permitan que dichos
compuestos atraviesen la envoltura bacteriana que suele ser refractaria a un

amplio rango de compuestos quimicos.

Se ensayd la actividad in vivo del EGSb1L con el objetivo de verificar si este
compuesto posee actividad inhibitoria del crecimiento bacteriano. Tal como se
menciond, se empled la cepa AS19 de Escherichia coli, cuya capacidad de
internalizar oligonucleétidos hibridos de LNA/ADN fue demostrada previamente

[81]. El protocolo se encuentra detallado en la secciéon de materiales

Para la viabilidad de la cepa AS19 luego del tratamiento, diluciones
seriadas de los cultivos fueron sembradas en placas de LB e incubadas a 37 2C
durante 16 horas. Luego se procedio al recuento de UFC. Los experimento fueron
realizados por triplicado y los resultados se expresan como la media (UFC/ml) %
SD. La significancia estadistica fue analizada mediante ANOVA de un factor y la
prueba de Dunnette de comparacion multiple. P<00,5 fue considerado

estadisticamente significativo. Los resultados pueden observarse en la Figura 26.
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Figura 26. Viabilidad celular luego del tratamiento con EGSs. Células de E. coli
AS19 fueron tratadas con tres concentraciones diferentes del EGSb1L tal como se
indica en el texto. También se efectuaron tratamientos con EGb1SL y EGSAP. Las
barras con un asterisco presentan diferencias significativas con aquellas que
poseen dos asteriscos (P<0,05).

Con el fin de evaluar si el EGS LNA/ADN dirigido contra el mensajero del
gen ftsZ produce un efecto fenotipico asociado a la divisién celular se evalué la
longitud de las células en presencia y ausencia del EGS por microscopia. Luego de
la incubacion de E. coli AS19 con los compuestos las células fueron tenidas con
cristal violeta y examinadas por microscopia optica convencional (aumento
1000X). Las medidas fueron obtenidas con el software Image J y la significancia
estadistica fue analizada mediante Kluskal-Wallis. La prueba de comparacion
multiple de Dunn (n=50). P<00,5 fue considerado estadisticamente significante.

Los resultados se muestran en la Figura 27.
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Figura 27. Morfologia y longitud celular. A. Microfotografias de E. coli AS19 con
los distintos tratamientos (Zeiss Axioplan. Aumento: 1000X). B. Medicién del largo
celular con el software Image J. El largo de las células tratadas con el EGSb1L a
distintas concentraciones difiere significativamente del largo de las células
tratadas con el EGSb1sL o con el EGSAPL (P < 0,005).
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Como puede observarse en la Figura 26 concentraciones tan bajas como 50
nM producen un efecto téxico que se evidencia por la reduccién significativa en el
recuento de UFC en los cultivos tratados con el EGSb1L respecto de aquellos
tratados con los EGS control (b1SL y APL). Asimismo, con respecto al largo de esas
células en cultivo se observd que en presencia del EGSb1L una proporcion
significativa de las células presentd una longitud mayor comparadas con las células
bacterianas de los experimentos control, en los cuales las bacterias se cultivan en
presencia de un EGS sense o dirigido contra un ARNm no relacionado (Figura 27).
Es llamativa la dispersién que se observa en la medida de la longitud celular en las
tratadas con EGSb1L -y que no se evidencia en las tratadas con los EGSs control-.
Esta dispersién en los datos podria deberse a la existencia de subpoblaciones
dentro del cultivo con mayor susceptibilidad al tratamiento que otras. Algunas de
las posibles causas podrian ser: una mayor permeabilidad a los compuestos
empleados, menor capacidad de expulsar los mismos del interior celular, o bien
gue la subpoblacion menos susceptible haya evolucionado adquiriendo algun tipo
de resistencia al compuesto antisense, ya sea por la adquisicion de mecanismos

gue induzcan menor permeabilidad, eflujo o por mutacion del sitio blanco.

Estos resultados indican que la presencia del EGSb1L formado por un
hibrido de LNA/DNA no hidrolizable por nucleasas bacterianas dirigido contra ftsZ,
cuando es agregado al medio de cultivo, genera una reduccion en la viabilidad

celular probablemente debida a una alteracién del proceso de division celular.
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D) Internalizacidon de oligdmeros en Escherichia coli

La internalizacién de oligonucleotidos resistentes a nucleasas es uno de los
obstaculos que aun no ha podido ser superado en la aplicacién terapéutica de
tecnologias antisentido en sistemas procariotas. A pesar que se han realizado
avances en la internalizacién de PNAs (Peptide Nucleic Acids) y oligomeros de
morfolino fosforodiamidato conjugandolos a péptidos permeabilizantes [49, 51,
55, 95, 96, 121], aun no se han desarrollado estrategias biotecnolégicas que
permitan que oligonucleétidos cargados negativamente accedan al interior

celular.

Se ha demostrado en esta tesis que los oligdmeros conformados por ADN y
LNA que funcionan como secuencias guia de la ribozima P, son compuestos
prometedores como antimicrobianos o en combinacién con antibidticos
tradicionales [81]. Sin embargo, es necesario encontrar estrategias que permitan
su delivery al interior de las células procariotas. Por su parte, recientemente se ha
reportado la internalizacidon de oligomeros LNA en células eucariotas sin el uso de

agentes transfectantes. A este proceso se lo ha denominado gimnosis [122, 123].

Para evaluar si oligdmeros compuestos por ADN y LNA pueden ser
internalizados por células de E. coli, se emplearon dos abordajes
complementarios: citometria de flujo y microscopia confocal. Se conjugd un
oligdmero de LNA y DNA con el fluoréforo Alexa Fluo 488, dando lugar al
fLNA/DNA, derivado fluorescente que fué incubado con células de E. coli tal como
se describe en la seccion Materiales y Métodos. También se empled un oligdmero
de ADN conjugado con Alexa Fluo 488, el fODN. El porcentaje de células asociadas
al oligédmero fluorescente fue determinado por citometria de flujo. En la Figura 28

se muestra un diagrama de puntos y un histograma tipicos [124].
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Figura 28. Citometria de flujo de la internalizacién del oligdmero fLNA/DNA. A.
Diagrama de puntos representando la luz dispersada hacia adelante (FSC-H) en
funcién de la fluorescencia emitida por el FM5-95 (FL3 canal rojo). Las células
analizadas son las que se encuentran en el interior del ovalo. B. Histograma que
muestra el nimero de células contadas en funciéon de la fluorescencia del
fLNA/DNA (FL1-H). M1, el drea que representa el porcentaje de células asociadas
a Alexa Fluor 488.

Se realizaron siete repeticiones independientes con el fLNA/DNA vy se
llevaron a cabo seis repeticiones con el fODN. En la Figura 29 se muestra la
cuantificacién del porcentaje de células asociadas al fluoréforo. Mientras que es
claro que la cantidad de células asociadas al fODN es practicamente nula, en el
caso de las células tratadas con el fLNA/ODN, el 13,96 * 5,12 % se encontraron

asociadas al oligémero.
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Figura 29. Cuantificacion de las células de E. coli asociadas a oligdmeros
fluorescentes. Comparacion del porcentaje de células fluorescentes en los cultivos
tratados con fLNA/DNA 6 con fODN. La media se indica con una barra horizontal y
los valores son 13,96 * 5,12 para el fLNA/DNA y 0,05 + 0,01 para fODN. Prueba t
desapareada de dos colas con correccién de Welch otorgé un valor P de 0.0349, P
< 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

La citometria de flujo constituye una herramienta muy util debido a la
robustez de la informacidn que aporta ya que permite adquirir una gran cantidad
de datos en escaso tiempo. Sin embargo, en este caso sélo informa la
colocalizacidn de las células con la fluorescencia proveniente del oligdmero, pero
poco aporta acerca de la localizacion subcelular del fLNA/DNA. Con el objetivo de
determinar si las moléculas de fLNA/DNA penetraron la pared bacteriana vy
llegaron al citoplasma, o si, alternativamente, permanecieron en el espacio
periplasmico o simplemente quedaron asociadas a la capsula exterior, la células
fueron examinadas mediante microscopia confocal. En la Figura 30 se pueden
observar imagenes de la localizacién del oligdmero asociado a las bacterias. En las
mismas se puede observar que en aquellas células en las que se logra detectar al
oligédmero fluorescente, éste se encuentra localizado en el citoplasma bacteriano.

Los resultados mostrados indican que el oligdmero hibrido formado por
LNA/DNA puede ser internalizado en el interior bacteriano y que la cantidad de

fluorescencia asociada a este oligdmero dentro de las células bacterianas fue tres
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o6rdenes de magnitud mayor que la fluorescencia correspondiente al control de

oligdmero de ADN (ODN) (Figura 29).

A
FM5-95 Alexa fluor 488 Composite

Figura 30. Internalizacién de fLNA/DNA en células de Escherichia coli. A. Células
en fase estacionaria fueron incubadas con el oligdmero fluorescente, tefiidas con
FM5-95 y analizadas mediante microscopia confocal. B. Apilamiento de imagenes
en el plano z donde se detalla una célula tipo con fLNA/DNA internalizado.

Se desconoce el mecanismo por el cual el oligdmero de LNA/DNA fue capaz
de ingresar al interior de las células. Por otro lado, se ignoran los posibles sistemas
de eflujo que potencialmente puedan expulsar este tipo de moléculas. La
diferencia significativa en la cantidad del oligdmero de LNA/ADN en el interior
celular respecto de la cantidad ODN podria deberse a la capacidad de resistir a la
degradacidon por nucleasas bacterianas, lo que corrobora su estabilidad y lo
convierte en un buen candidato para generar compuestos antisentido
antimicrobianos. De todas maneras, es necesario incrementar la eficiencia en el
delivey; una posibilidad es conjugar los oligémeros a otros compuestos, como por
ejemplo a péptidos permeabilizantes. También serd necesario indagar sobre otras
aspectos intrinsecos de la moléculas, tales como el rol que juegan la longitud del

oligdmero y la configuraciéon LNA/DNA.
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Capitulo II: Ribozima P en Acinetobacter baumannii

Tal como se describid en la Introduccidon Acinetobacter baumannii es una
especie bacteriana que ha tomado relevancia clinica en la ultimas décadas, debido
a su protagonismo en numerosos brotes infecciosos asociados a resistencias
multiples [105, 125-127]. En los resultados mostrados en las secciones previas se
evalué la posibilidad de emplear una tecnologia de silenciamiento génico mediada
por moléculas antisentido como potencial antimicrobiano. Hasta aqui en este
trabajo de tesis se utilizd a la bacteria Escherichia coli y a su ribozima P como
modelo para llevar a cabo tanto ensayos in vivo como in vitro. Este modelo es el
Unico descripto del que se tenga conocimiento en bibliografia para tecnologia EGS
en procariotas. Es por esto que se planted la necesidad de explorar la posible
aplicacion de la tecnologia EGS en bacterias con relevancia clinica creciente como
A. baumanni. Para esto se propuso como objetivo especifico de esta tesis avanzar

en el conocimiento del sistema de ARNasa P de esta especie.

En este capitulo se describen los avances realizados con el objetivo de
identificar y aislar los componentes de la ARNasa P de Acinetobacter baumanni,
para luego ensamblarlos y generar un sistema ribozima P in vitro. El propdsito
(fuera del alcance de esta tesis) sera ealizar la evaluacién de la capacidad de corte
de esta ribozima en presencia de EGSs dirigidos contra distintos mensajeros de
esta especie bacteriana. Para lo que es necesario obtener la ribozima purificada y

completa.

La ribozima P procariota estd compuesta por una subunidad ARN catalitica
y una subunidad proteica, que en E. coli se denominan M1y C5, respectivamente.
En este trabajo se empled la cepa de referencia de A. baumannii ATCC 17978
(Nimero de referencia en NCBI: NC_009085.1) tanto para la busqueda de
secuencia y los analisis bioinformaticos, como para el trabajo de bioquimica y

biologia molecular (Figura 31).
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Figura 31. Arbol filogenético de cepas secuenciadas A. baumannii. En la figura se
observa una captura de pantalla de la base de datos Genome del NCBI con un
arbol filogenético correspondiente a varias de las cepas de A. baumanni cuyos
genomas de encuentran secuenciados. En un dvalo rojo se indica la posicién de la
cepa ATCC 17978, utilizada en este trabajo.

Localizacidn de la subunidad ARN catalitica en el genoma de A. baumannii

La secuencia nucleotidica correspondiente al transcripto de la subunidad
ARN-catalitica de la ribozima P de A. baumannii (M1Ab) no se encontraba anotada
en ninguno de los genomas de esta especie presentes en la base de datos del
NCBI. Como se trata de una ARN que luego de transcripto no es traducido, la
secuencia no posee las caracteristicas tipicas de un marco abierto de lectura y por
esta razon la localizacion es mas compleja y no pudo realizarse en base a
anotaciones o marcos abiertos de lectura. La identificacion de la subunidad ARN
se realizé con el programa Blast del NCBI utilizando como query la secuencia
correspondiente al gen rnpB de E. coli que codifica para la subunidad M1 (nimero
de acceso NC_000913.2:3270216-3270592), contrastandola contra la base de
datos nucleotide collection restringiendo la busqueda al organismo A. baumannii.
Se localizé una region con 80% de identidad en el genoma de A. baumannii ATCC
17978 en la cadena positiva comprendida entre 987928 y 988235. Seguidamente,

con el propédsito de determinar la longitud del transcripto M1Ab vy localizar el
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nucledtido +1, se realizaron multiples alineamientos con las secuencias de los

transcriptos M1 de E. coliy de K. pneumoniae y su regidon promotora (Figura 32).

Figura 32. Alineamiento de las secuencias correspondientes al gen y a la regién
promotora de la subunidad ARN catalitica (M1) de la ribozima P de Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii. A. Alineamiento de las
secuencias génicas de M1. En amarillo se destacan los nucledtidos
correspondientes a las regiones universalmente conservadas (CR) descriptas en
Chen y Pace (RNA, 1997), indicadas con nimeros romanos. B. Alineamiento de las
secuencias de la regidn promotora del gen a partir del que se transcribe M1. En
naranja se indican los elementos -10 y -35. Al igual que los descripto previamente
para E. coliy K. pneumoniae en Lawrence, et al (PNAS, 1987) se observa una zona
rica en GC entre la Pribnow box (elemento -10) y el +1 en el genoma de A.
baumannii.

De la comparaciéon gendmica surgiéd que la secuencia M1Ab localizada

puede ser clasificada como la subunidad ARN catalitica de la ribozima P de
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Acinetobacter baumannii ATCC 17978 ya que cuenta con las regiones
universalmente conservadas (CR), regiones presentes en las subunidades ARN-
catalitica de todos los dominios de la vida [66]. Ademas es una ribozima P de tipo
A [61] y presenta alta similitud con la ribozima de otras bacterias Gram negativas
gue son patégenos oportunistas como E. coli y K. pneumoniae. Sin embargo,
mientras las secuencias de estas dos Ultimas son practicamente idénticas, M1Ab
presenta dos gaps de 9 y 11 nucledtidos localizados rio arriba de la Regién
Universalmente Conservada | (CRI) y entre las regiones CRI y CRII, respectivamente

[66].

Identificacion de la subunidad proteica de la ribozima P de A. baumannii (C5Ab)

Se trabajo con el genoma de la cepa A. baumannii ATCC 17978 (NUmero de
Referencia del NCBI: NC_009085.1) en el cual se identific6 un marco abierto de
lectura concordante con el componente proteico de la Ribozima P, previamente
anotado. Este marco de lectura abierto se comparé tanto con la secuencia
nucleotidica como con la aminoacidica de C5 de E. coli. Del analisis se predijo que
la subunidad protecia de la ARNasa P de A. baumanii (C5Ab) es un péptido de 102
aminoacidos, rico en aminodcidos basicos, que incluye un core conservado de
unos 30 aminodcidos con respecto a la proteina de E. coli, como puede observarse

en la Figura 33.

Figura 33. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de la proteina C5 de
Escherichia coli y de la secuencia de Acinetobacter baumannii predicha a partir de
su genoma. Con un asterisco se sefialan los aminodcidos estrictamente
conservados. Numeros de Acceso en la base de datos del NCBI: NP_418159.1 y
YP_001085988.1, respectivamente. El alineamiento se realizd utilizando ClustalW
con los parametros preestablecidos.
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Por otra parte, empleando el programa ProtParam, se predijo que este
péptido posee un punto Isoeléctrico (pl) tedrico elevado -de un valor de 10,8-
caracteristico de proteinas que unen acidos nucleicos y un peso molecular teérico
de 11922,9 Da. Ademas, mediante analisis bioinformatico se identificd en la
secuencia del péptido un Unico dominio perteneciente a la familia de la
Ribonucleasa P comprendido desde el aminoacido 2 al 86 (Pfam 27.0).
Finalmente, se realizé un modelado por homologia de la estructura tridimensional
de C5Ab (SwissProt), resultando C5 de E. coli como la proteina con mayor

homologia estructural de las presentes en la base de datos.

Obtencion de la subunidad ARN catalitica M1Ab

La regidn cuyo transcripto corresponde a la subunidad ARN-catalitica de la
ribozima P de de A. baumannii (M1) fue amplificada a partir de ADN gendmico de
A. baumannii ATCC 17978 y clonada inmediatamente rio abajo del promotor de la
ARN polimerasa del fago T7 en un vector pCR2.1-TOPO, generandose el plasmido
pM1Ab cuya descripcidn se encuentra en Materiales y Métodos. Luego, se realizd
una transcripcion in vitro utilizando como molde el plasmido PM1Ab “linealizado”
con las enzimas de restriccién Hindlll y BamHI (ver Materiales y Métodos).
Posteriormente el producto de la transcripcion in vitro (ARN) se analizé en un gel
de poliacrilamida TBE 5% en condiciones desnaturalizantes (urea 7M) como
puede observarse en la Figura 34. El tamano del producto de transcripcién
coincidié con el tamafio esperado para la subunidad ARN-catalitica de la ribozima

P de A. baumannii (355 nucleétidos).
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Figura 34. Transcripcién in vitro de la subunidad ARN catalitica de la ribozima P de
Acinetobacter baumannii (M1Ab). Electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes. Tincién con bromuro de etidio. Calle izquierda:
producto de transcripcion; calle derecha: marcador de peso molecular para ARN,
los nimeros indican la cantidad de nucleétidos correspondientes a cada banda. El
tamafio del producto de transcripcién coincide con el tamafio esperado para la
subunidad ARN-catalitica de la ribozima P (355 nucledtidos).

Obtencidon de la subunidad proteica de la Ribozima P de A. baumannii (C5Ab):

clonado, expresion y purificacion

La secuencia codificante de C5Ab se amplificé a partir de ADN gendmico de
A. baumannii ATCC 17978, se clond en el vector de expresién pET22b(+) bajo el
promotor de la ARN polimerasa del fago T7. En el extremo 3’de la regién
codificante de C5Ab se colocé en el mismo marco de lectura una secuencia de 6
codones que codifican para histidina, los detalles se encuentran en la secciéon

Materiales y Métodos. A este plasmido se lo denominé pET-22b(+) C5Ab.

Luego se realizd la induccién de la expresion de la proteina. Esto se llevd a
cabo transformando una cepa E. coli BL21(DE3) con el plasmido codificante para
C5Ab recombinante. Las condiciones de induccién de la expresion fueron puestas

a punto y luego de varios ensayos se seleccionaron las mas convenientes para
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seguir con el paso de purificacién. Las siguientes condiciones fueron las elegidas:

medio rico LB, 28 2C, 90 min, 200 rpm/min, DO inicial 2600 = 0,8; 0,5 mM de IPTG.

Posteriormente se realizé un fraccionamiento subcelular con el propésito
de dilucidar la localizacién de las proteinas expresadas (solubles en citoplasma, en
cuerpos de inclusién). Esto se hizo mediante un esquema de centrifugacion y
ultracentrifugacién cuyos detalles pueden consultarse en Materiales y Métodos.
Las proteinas totales obtenidas en cada fraccién fueron normalizadas, luego
solubilizadas y desnaturalizadas en buffer en presencia de SDS y finalmente
sometidas a electroforesis en poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Uno de los geles, cuya fotografia puede apreciarse en la Figura 35 fue
sometido a una tincién con Azul de Coomassie. En el mismo se observa una banda
proteica prominente que migra una distancia mayor que la recorrida por la
proteina de 15 KDa del marcador de peso molecular. Esta banda se encuentra
presente en todas las fracciones analizadas, excepto en la correspondiente a la
fraccion sin inducir y la distancia migrada se corresponde con el peso molecular

esperado para C5Ab recombinante que es de unos 12 kDa.

Luego, con el objetivo de determinar si la banda de entre 10 y 15 kDa
correspondia efectivamente a la proteina C5Ab recombinante, se realizé un
ensayo de Western blot sobre los extractos proteicos, empleando como
anticuerpo primario un anticuerpo dirigido contra el tag de poli-histidina presente
en el extremo carboxilo terminal. Este anticuerpo comercial fue generado en
ratén y como anticuerpo secundario se empled otro producido en conejo asociado

a fosfatasa alcalina. Los resultados pueden verse en la Figura 36.
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Figura 35. Sobreexpresién de la proteina C5 de A. baumannii recombinante. SDS
—PAGE del Fraccionamiento subcelular. Electroforesis en gel de poliacrilamida
15% - SDS y tincién con Azul de Coomassie. Estan presentes las fracciones: Sl:
extracto sin inducir; E: extracto inducido; D: debris celular; Cl: cuerpos de
inclusién; M: membranas totales y CS: proteinas citoplasmaticas solubles. MP:
marcador de peso molecular de proteinas (en kDa). Se observa una banda
engrosada que migra entre los 10 y 15 kDa presente en todos los extractos,
excepto en la fraccion del extracto sin inducir.

En la Figura 36 puede observarse que mediante Western blot se detectd
una Unica banda que migra con un peso molecular de entre 10 y 15 kDa
consistente con el observado en los geles tefiidos con Azul de Coomassie. Por lo
gue puede afirmarse que la proteina C5Ab recombinante llevando el tag de seis
histidinas en el extremo carboxilo terminal pudo expresarse a partir del pldsmido

pET22b+-C5Ab.
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Sl E D

Figura 36. Western blot del Fraccionamiento subcelular. Electroforesis en gel de
poliacrilamida-SDS y transferencia a membrana de PVDF. La membrana fue
revelada con un anticuerpo monoclonal comercial contra el tag de poli-histidina,
seguido de un anticuerpo secundario anti ratdn, conjugado con fosfatasa alcalina.
Se analizaron las siguientes fracciones: Sl: extracto sin inducir; E: extracto
inducido; D: debris celular; C: cuerpos de inclusién; M: membranas totales y CS:
proteinas citoplasmaticas solubles. MP: marcador de peso molecular de proteinas
(en kDa).

Luego de constatar que la proteina C5Ab fuera expresada
satisfactoriamente, se procedié a purificarla mediante una cromatografia de
afinidad a metal inmovilizado (IMAC) en un sistema de incubacion con la resina en

batch en condiciones desnaturalizantes y elusién por centrifugacién.

Se utilizé una columna pre-empaquetada conteniendo resina de agarosa
6% entrecruzada cargada con niquel acido nitrilotriacético (Thermo Scientific
HisPur Ni-NTA Spin Column La fraccion que se utilizé en este paso de purificacién
fue la correspondiente a las proteinas citoplasmaticas solubles. Se le agregd
cloruro de guanidinio e imidazol hasta alcanzar las concentraciones indicadas para
el buffer de siembra. La elusidon se realizd con un gradiente escalonado de
imidazol (de 10 mM hasta 0,5 M). Las fracciones fueron dializadas -para despojar
la muestra de cloruro de guanidinio e imidazol- y luego fueron concentradas.
Posteriormente se llevd a cabo una electroforesis en gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes en presencia de con SDS. El gel fue tefiido en con

Azul de Coomassie. Los resultados se muestran en la Figura 37.
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Figura 37. Purificacién de la proteina C5Ab recombinante mediante cromatografia
de afinidad a metal inmovilizado (IMAC) en condiciones desnaturalizantes (cloruro
de guanidinio 6M). El ligando se desplazé mediante un gradiente discontinuo de
imidazol. Las fracciones fueron analizadas mediante un SDS-PAGE vy tincién con
azul de coomassie. Sl: extracto sin inducir; CS: proteinas citoplasmaticas solubles,
L: Lavado; E1l: eluato 1; E2: eluato 2; E3: eluato 3;. MP: marcador de peso
molecular de proteinas (en KDa).

En la Figura 37 puede observarse que la banda proteica diferencial que
migra entre los marcadores de peso molecular entre 10 kDa y 15 kDa, que se
encuentra presente en el extracto correspondiente a proteinas citoplasmaticas
solubles pero no en la fraccion sin inducir, es la banda ampliamente mayoritaria
en las fracciones eluato 1y eluato 2. Por lo tanto puede afirmarse que la proteina
C5Ab recombinante es la que encuentra en las fracciones E1 y E2 de forma

mayoritaria.

La determinaciéon de la concentracién de proteinas presente en las
fracciones E1y E2 se realizd por medicidn de la absorbancia a 4 280 nm, utilizando

como coeficiente de extincién molar (¢) el coeficiente tedrico calculado para C5Ab
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recombinante (ProtParam &: 6990 M™* cm™). Las concentraciones obtenidas

resultaron 15,6 uM para la E1y 13,4 uM para la E2.

Funcionalidad de la subunidad ARN catalitica de A. baumannii

Ensayos de funcionalidad in vitro

Para constatar si el transcripto obtenido a partir de pM1Ab presenta
actividad ARN-catalitica, se realizaron ensayos de corte empleando un sustrato
unimolecular natural de la enzima y otro sustrato bimolecular, conformado por un

ARNmM y un EGS.

En cuanto al ensayo con sustrato unimolecular, se empled el precursor del

Tyr

ARN de transferencia para tirosina pre-ARNt”". La subunidad M1Ab se pre-incubd

con la subunidad C5 de E. coli por 15 minutos a 37 2C. Luego, la ribozima

heterdloga se incubd con el sustrato, el pre-ARNt™"

y por 30 minutos a 37 C. La
reaccion se frend agregando fenol/cloroformo y los productos de la reaccion se
purificaron mediante extraccion con estos solventes, seguida de una precipitacion
con etanol. Los detalles se encuentran en la seccion Materiales y Métodos.
Finalmente los productos de reaccidon fueron analizados por electroforesis en

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (urea 7 M). El resultado puede

observarse en la Figura 38.
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Figura 38. Actividad in vitro de la Subunidad ARN catalitica de la ribozima P de
Acinetobacter baumannii (M1Ab). Se empled como sustrato una molécula de pre-
tARN™". Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(7 M urea) seguido de una tincidon con bromuro de etidio. A la izquierda se indican
con flechas el sustrato y el producto de corte esperado.

En la Figura 38 se observa que la subunidad M1Ab presenta actividad sobre
el sustrato unimolecular al incubarse en presencia de la subunidad proteica C5 de
E. coli. Mientras que en ausencia de C5 no se observa el corte del sustrato. Se

empled como control positivo M1y C5 de E. coli.

Posteriormente se realizé un ensayo para probar la funcionalidad de la
subunidad M1Ab, pero empleando un sustrato bimolecular compuesto por el
ARNm aac(6)’-Ib y el EGSA2, dirigido contra este ultimo [78, 79]. El gen aac(6)-Ib
codifica para la acetiltransferasas AAC(6)’-Ib que confiere resistencia a amikacina.
En el ensayo, se preincubd el mensajero con el EGS a temperatura ambiente
mientras que separadamente la subunidad M1Ab se incubdé junto con la
subunidad C5 de E. coli por 15 minutos a 37 2C. Luego el sustrato y la holoenzima
de juntaron y la reaccién se llevd a cabo por 90 minutos a 37 2C. Finalmente se
frené la reaccidn, se purificé y los productos de la misma se analizaron mediante
una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (urea
7 M). Los detalles del procedimiento y de las secuencias empleadas se encuentran

descriptos en la seccion de Materiales y Métodos.
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En la Figura 39 se observa la accién de M1Ab sobre el mensajero aac(6)-Ib.
Al incubarse el ARNm en ausencia de M1Ab, ausencia de EGS o en ausencia de la
subunidad proteica C5, el mensajero permanece intacto. Sin embargo al ser
incubado el sustrato bimolecular completo (ARNm-EGS) en presencia de la
ribozima completa (M1Ab—C5) se observa el corte simple endonucleolitico del
mensajero, dando lugar a dos productos: el fragmento 5" que migra a la altura del
marcador de peso molecular de 200 nt y el fragmento 3’que migra entre las
bandas de 500 nt y 750 nt del mismo marcador. Ambos se encuentran indicados
en el sector derecho de la figura. El mismo corte se registra cuando la enzima
empleada estd compuesta por las subunidades M1 y C5 de E. coli que se

emplearon como control positivo.

EGS + - + + +
s ) - - Ec Ec
M1 - Ab Ab Ab Ec

1000

750 — S ARNm aac(6)-Ib

. ' - - Fragmento 3’ARNm

500

o - -~ — - Subunidad M1

300

200 s _. Fragmento 5’ARNm

Figura 39. Actividad in vitro de la Subunidad ARN catalitica de la ribozima P de
Acinetobacter baumannii (M1Ab) en presencia de un sustrato bimolecular. El
sustrato estd conformado por el ARNm aac(6)-Ib y el EGSA2. La reaccion se
analiz6 mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (urea 7M), tefiido con bromuro de etidio. En el margen derecho
del gel se encuentran indicados el sustrato, la subunidad M1 de la ribozima y los
productos de corte. A la izquierda, con numeros la posicidon de los marcadores de
peso molecular.

Los resultados mostrados en la Figura 39 indican que la Ribozima P

heterdloga conformada por la subunidad M1Ab y la C5 proveniente de E. coli
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posee la capacidad de desencadenar el corte del sustrato bimolecular, de la misma
forma que lo hace la ribozima P de E. coli. Esto es, la subunidad M1Ab obtenida
por transcripcion in vitro posee las caracteristicas de subunidad ARN catalitica

propias de la ribozima P.

Ensayos de complementacion heteréloga

Con el objetivo de confirmar que el ARN predicho como M1Ab de A.
baumannii ATCC 17978 posee funcionalidad in vivo como subunidad ARN catalitica
de la ribozima P, se decidié llevar a cabo un ensayo de complementacién
heterdloga. Con este fin, se empled la cepa de Escherichia coli BL21(DE3) T7A49
que posee una mutacion puntual en el gen rnpB, que codifica para la subunidad
ARN catalitica de la ribozima P [80]. Esta mutacién genera que la cepa sea una
mutante condicional termosensible ya que temperaturas restrictivas (por encima
de los 42 2C) no presenta crecimiento. La importancia de las funciones vitales del
producto del gen rnpB, hace que no sea posible generar mutantes por delecién o
inactivacion completa del locus. Dicha cepa termosensible fue transformada con
el pladsmido pM1Ab, dando lugar a la cepa pFC276, mutante condicional de la
subunidad ARN catalitica de E. coli, portando un plasmido con la secuencia M1Ab
bajo el promotor T7. También se empled como control la cepa E. coli BL21(DE3),

gue a su vez fue transformada con el plasmido pM1Ab (cepa pFC276).

Todas las cepas fueron incubadas en simultdneo a temperatura no
restrictiva (28 2C) o a temperatura restrictiva (43 2C), con o sin agregado de
inductor de la transcripcién (IPTG), a 200 rpm de agitacion durante 24 horas. Cada
tratamiento fue hecho por duplicado y cada experimento se repitio tres veces. Los

resultados se muestran en la Figura 40.
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T7A49-Termosensible BL21(DE3)
pM1Ab pM1Ab

pT6 -  + R -+ -+

Figura 40. Complementacidn heterdloga de una cepa mutante en el gen rnpB de
E. coli BL21(DE3) con la subunidad ARN catalitica de la ribozima P de A. baumannii
(M1Ab). M1Ab complementa parcialmente la mutacién de E. coli.

Luego de la incubacién se constatd la presencia o no de turbidez en el
medio y se determind la densidad dptica a A 600 nm de cada cultivo. Los
resultados se muestran en la Figura 41. La significancia estadistica se analizd a
través de un ANOVA de una via y la prueba de comparacién multiple de Dunnette,

se considerd P < 0,05 estadisticamente significativo.
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T7A49 T7A49 pM1Ab  T7A49 pM1Ab
+IPTG -IPTG +IPTG

Figura 41. Determinacién de la densidad optica (DO) del cultivo de la cepa
mutante en el gen rnpB de E. coli BL21(DE3) T7A49 complementada de manera
heteréloga con la subunidad ARN catalitica de la ribozima P de A. baumannii
(M1Ab). La DO se midié a 2 600 nm. ANOVA de una via y prueba de comparacién
multiple de Dunnette. * y **: P < 0,05, estadisticamente significativo.

De la observacién de las Figuras 40 y 41 se puede observar un aumento en
la turbidez, corroborado por un aumento en la DO de la cepa Escherichia coli
BL21(DE3) T7A49 que porta el plasmido pM1Ab y que fue incubada junto con IPTG
a 43 2C, respecto de la misma cepa a la que no se le adicioné IPTG o de la cepa
mutante que no porta el pldsmido. Esto es, al agregar el agente inductor, se
transcribe la polimerasa del fago T7 presente en el genoma de BL21(DE3) que
luego transcribe, partir del promotor T7, a la secuencia M1Ab presente en el
pldsmido pM1Ab. Esto indica que el transcripto generado a partir la secuencia
nucleotidica clonada en el plasmido pM1Ab posee la capacidad de complementar

la funcion de la subunidad ARN catalitica de la Ribozima P de E. coli.

Los resultados mostrados en este capitulo indican que el ARN predicho de
acuerdo al genoma de la cepa de Acinetobacter baumannii ATCC 17978, en la
cadena positiva entre 987928 y 988235:

-Posee las seis regiones universalmente conservadas (CR) propias de las subunidad

ARN cataliticas de las ribozimas P de todos los dominios de la naturaleza.
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-Es capaz de desencadenar el corte de un sustrato natural de la ARNasa P como el
ARN pre-ARNt"™", en condiciones in vitro.
-Puede emplearse en el corte endonucleolitico de un sustrato bimolecular
conformado por un ARNm y un EGS, en condiciones in vitro.
-Complementa de manera heterdloga la subunidad ARN catalitica de E. coli en
cepas mutantes.

Por lo tanto, estas observaciones confirman la funcionalidad de
M1Abcomo la subunidad ARN catalitica de la ribozima P Acinetobacter baumannii

ATCC 17978.

Ensamble de los componentes de la ribozima P de A. baumannii

Luego de identificar, clonar y aislar los componentes de la ARNasa P de A.
baumannii por separado y de probar la funcionalidad de la subunidad ARN
catalitica en conjunto con la subunidad proteica C5 de E. coli, se procedid a
ensamblar los componentes de la ribozima P M1Ab y C5Ab y a ensayar la

funcionalidad en conjunto.

Se empled como sustrato el pre-ARNt"""

[71] [128]. Para esto se pre-incubd
M1Ab en presencia de la subunidad C5Ab de A. baumannii durante 10 minutos a
37 oC, luego la enzima ensamblada se incubd con el pre-ARNt™" durante 30
minutos a 37 2C. La reaccidon se detuvo agregando una mezcla de fenol y
cloroformo seguido de una extraccion con estos solventes y una purificacién por
precipitacion con etanol. Luego se agregd un volumen de Buffer de Carga Il y se
desnaturalizé por calor. Los resultados se analizaron por electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (urea 7 M). El gel fue revelado

mediante tincién con una solucién de bromuro de etidio (Figura 42).
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Pre-ARN™ + - + + + + + + +
M1 - Ab Ab Ab Ab Ec Ec Ec -
Cc5 Ab - - Ec Ab - Ec Ab Ec

T y il

Pre-ARNt™Y" - -
ARNE™Y" —> -

Figura 42. Ensamble de los componentes de la Ribozima P de A. baumannii y

ensayo de funcionalidad in vitro. Se utilizd como sustrato pre-ARNt™".

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (7M urea)
y tincidon con bromuro de etidio. En la parte derecha se indican el sustrato y el
producto de corte esperado. Se emplearon como control positivo las subunidades
M1y C5 de E. coli.

En la Figura 42 se observa el ensayo de corte mediado por la ARNasa P

™' Al tratar al sustrato sélo con la

sobre un sustrato unimolecular, el pre-ARNt
subunidad M1Ab o sdlo con la subunidad C5Ab, no se registrdé producto de corte.
Sin embargo, al incubar el pre-ARNt™" con las subunidades M1Ab y C5Ab, se
produjo el corte endonucleolitico del sustrato. Esto es, la ribozima P producida y
ensamblada a partir de componentes genéticos de A. baumannii, posee actividad
in vitro. A su vez la subunidad M1 de E. coli ensamblada con la subunidad C5Ab
también presenta actividad de corte. La presencia del tag de histidina no parece

afectar la actividad in vitro de la subunidad C5Ab, lo que fue descripto para la

subunidad C5 de la ribozima P de Thermotoga maritima [129, 130].

Los resultados indican que la ribozima P reconstruida a partir de las
predicciones gendmicas de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 presenta
funcionalidad, siendo capaces de desencadenar el corte de un sustrato in vitro.
Estos resultados ofrecen la posibilidad de contar con un sistema de ARNasa P in
vitro para evaluar EGSs dirigidos contra ARNs blanco pertenecientes a A.
baumannii. Ademas, permitio identificar /oci vitales para la supervivencia de esta

bacteria.
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La resistencia a los antimicrobianos ha sido identificada como una de las
mayores amenazas a la salud global, tal es la magnitud de la problematica que se
cree que la humanidad pueda ingresar pronto en una era post-antibidticos, en la
cual una simple infeccién o una herida leve puedan generar graves complicaciones
en la salud humana. Como se describié en la Introduccidn, el rdpido incremento
en el nimero de cepas resistentes, junto con el bajo nUmero de compuestos en
desarrollo para combatirlas exigen que se busquen alternativas en el disefio de
nuevos compuestos antimicrobianos. FtsZ se ha propuesto y se ha utilizado
numerosas veces como blanco en el desarrollo de antibioticos [131-137]. Ademas,
las tecnologias antisentido se han propuesto como una herramienta en el
desarrollo de nuevas drogas mediante disefio racional [48, 98, 137]. Sin embargo,
hasta nuestro conocimiento la inhibicion de la expresidon para este gen involucrado

en la division celular no se ha llevado a cabo mediante el uso de la tecnologia EGS.

En este trabajo se aplicd la tecnologia EGS para disminuir la expresion de
un gen vital bacteriano, como es ftsZ. Se realizé un modelado in silico de la
estructura secundaria del ARNm ftsZ con el objetivo de encontrar regiones a las
cuales direccionar los EGSs. Se disefiaron secuencias guia externas que tienen
como blanco dos regiones diferentes del mensajero. Luego se ensayd in vitro su
capacidad de unién al mensajero como asi también la capacidad de generar la
degradaciéon del mismo mediante la ribozima P. Este primer paso es necesario
para seleccionar candidatos para una posterior aplicacion in vivo. Tanto los EGSs
disefiados contra la regiéon a como los disefiados contra la regidn b mostraron
capacidad de unidén al mensajero, como también capacidad de inducir el corte del

mismo llevado a cabo por la ribozima P.

Uno de los EGSs compuesto por ARN, el EGSb1, fue empleado para evaluar
su actividad in vivo. Células de E. coli BL21(DE3) que portaban el pldsmido pEGSb1
—a partir del cual se transcribe el EGSb1l bajo el promotor T7- mostraron
filamentacién al adicionarse IPTG al medio de cultivo. Este fenotipo fue

previamente observado cuando se empled otra estrategia que implicaba la
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expresion de un ARN AS largo dirigido al extremo 5°del mensajero ftsZ [50].
Ademas, éste es el fenotipo esperado debido a que una correcta division celular

requiere de una determinada y ajustada dosis de la proteina FtsZ [90, 91, 138].

Tal cual lo esperado, la expresién del EGSb1l también resulté en una
disminucién del crecimiento del cultivo, evidenciado por el descenso significativo
en el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC/ml) respecto de los
cultivos con bacterias empleadas como control. Las bacterias control portaban un
mismo plasmido llamado pEGSb1S, de iguales caracteristicas que el pEGSb1 pero
que codifica para un EGS de secuencia complementaria al EGSb1 y que por lo
tanto se esperaba no tuviera efecto. Estos resultados indican que el tratamiento
empleado en E. coli es efectivamente secuencia-especifico y la alteracién en la
divisién celular y la disminucién en el recuento de colonias se desencadenan

exclusivamente por la presencia del EGS codificado en el pldsmido.

Dado que la expresion de los EGSs a partir de un pldsmido no es por el
momento una estrategia terapéutica viable, se propuso ensayar otra estrategia
que permita administrar los EGSs directamente en el medio de cultivo. La
estrategia consistié en utilizar EGSs compuestos por analogos de acidos nucleicos
no hidrolizables por nucleasas bacterianas [81, 120, 139]. Se empled un EGS
isosecuencial al EGSb1 pero conformado por un gapmer de LNA (acido nucleico
cerrado, un andlogo de dacidos nucleicos) y ADN. El tratamiento con este EGS
produjo una disminucion en el crecimiento del cultivo que se evidencié en una
reduccion de las UFC/ml, respecto de las células tratadas con EGSs control. Por
otro lado, la observacion microscépica de las células mostré un cambio en su
morfologia y tamano; las mismas presentaron una mayor longitud en promedio
qgue las células sin tratar o tratadas con los EGSs control, aunque no se observd
filamentacidn. Esto puede deberse a que la concentracidn efectiva de los EGSs en
el citoplasma sea menor en este caso que cuando los mismos son expresados
desde un plasmido en el interior celular. Otro aspecto llamativo de esta
observacion es la dispersidon en los datos respecto de la medida de la longitud

celular en las bacterias tratadas con el EGSb1L en el experimento control. Esta
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disparidad podria explicarse por diferencias de concentracién intracitoplasmatica
del EGS entre los diferentes individuos, lo cual podria deberse a a la presencia
dentro del cultivo de subpoblaciones de bacterias mds permeables a estos

compuestos.

Los resultados anteriores indican de que a pesar de que la tecnologia EGS
se encuentra en una etapa muy temprana, el desarrollo de EGSs apropiados que
puedan inhibir la expresidn de genes de resistencia o que puedan actuar como
antimicrobianos por si mismos, podria ser una forma de mantener activa la
competencia entre la disponibilidad de nuevos antibiéticos y el desarrollo de la
multirresitencia. En este camino, la mayor dificultad reside en encontrar una
estrategia para que estos oligdmeros compuestos por acidos nucleicos o andlogos
de acidos nucleicos logren atravesar la envoltura bacteriana y asi acceder al

citoplasma celular, donde ejercen su efecto.

En este sentido se desarroll6 un método para analizar la capacidad de las
bacterias de internalizar oligdmeros compuestos por acidos nucleicos o anadlogos
de 4cidos nucleicos resistentes a nucleasas, en este caso acoplados a un
fluoréforo. Posteriormente se llevé a cabo, mediante citometria de flujo, una
cuantificacion de la cantidad de bacterias asociadas al oligdmero.
Simultdneamente se empled la microscopia confocal para verificar la localizacion
de los oligdmeros y si los mismos habian alcanzado efectivamente el citoplasma

bacteriano.

Los ensayos de internalizacion se realizaron en Escherichia coli como una
primer prueba de concepto y puesta a punto del método. Los mismos arrojaron
como resultado la presencia del oligdmero compuesto por ADN y LNA en una
cantidad de células cuatro 6rdenes de magnitud mayor que la cantidad de
oligdmero de ADN detectado en cultivos de la misma cepa (Figura 29). Estos
resultados indican claramente que el oligdmero compuesto por andlogos de
acidos nucleicos resistentes a nucleasas bacterianas son mas eficientemente
internalizados por E. coli que oligdmeros isosecuenciales pero conformados sélo

por acidos nucleicos. Resta saber si este efecto se debe a una mayor

117



Conclusiones y Discusion

permeabilidad de las bacterias a oligdmeros LNA/ADN respecto a la permeabilidad
a oligdmeros de ADN, o si la causa reside en una mayor estabilidad de estos
oligdmeros tanto en el interior de las bacterias como en el medio extracelular.
Otras preguntas que aun quedan por responder son las referidas al mecanismo de

ingreso y de eflujo para estos compuestos.

La importancia del método desarrollado para la cuantificacidon del ingreso
de derivados de oligonucledtidos no hidrolizables (citometria de flujo) radica en
gue el mismo permite analizar y cuantificar un gran nimero de células en poco
tiempo. Esto permitird en el futuro determinar la capacidad que tienen distintas
especies y cepas de internalizar diferentes oligdmeros que podrian utilizarse en
estrategias de silenciamiento antisentido. Por ejemplo, se podria evaluar la
eficiencia de internalizacion de oligdmeros con diferencias tanto en la naturaleza
de la composicidn quimica de los mismos, como en la longitud o en la secuencia.
Esto puede ser relevante si se analiza el efecto de la internalizacion de

compuestos antisentido en cepas de relevancia clinica.

El dnico sistema de ribozima P bacteriano del que se tiene conocimiento es
el perteneciente a E. coli y es el que se implementé en la primera parte de este
trabajo a modo de prueba de concepto. Dado que la tecnologia EGS es una de las
estrategias antisentido con aplicacién potencial en su utilizacion como un nuevo
agente antimicrobiano, otro objetivo de este trabajo tesis consistio en la
generacién de un sistema ARNasa P para una bacteria de importancia clinica. Es
por esto que selecciond una bacteria Gram negativa de creciente importancia
clinica como A. baumannii [107] para poder asi en un futuro realizar la evaluacion
de la capacidad de corte de los EGSs in vitro, paso necesario antes de llevar a cabo
las pruebas in vivo. Como fue anteriormente mencionado, para los ensayos in
vitro se necesita tener los componentes de la ribozima P purificados. Se procedio
entonces a identificar los componentes de la ribozima P de A. baumannii: la
subunidad ARN catalitica, a la que nombré como M1Ab y la subunidad proteica,
que se denomind C5Ab. Se trabajé con la cepa de A. baumannii ATCC 17978 cuyo

genoma se encuentra completamente secuenciado. Los compontes de la ribozima
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se identificaron mediante la busqueda de secuencias por homologia a cada uno de
los componentes de la ARNasa P de E. coli. En el caso particular de la secuencia
codificante para M1Ab al no tratarse de un marco abierto de lectura, la busqueda
de la region promotora y del inicio de la transcripcién fue mas dificultosa y debid
realizarse por comparacién con la regién promotora de otras bacterias Gram
negativas, ademas de E. coli [140]. Una vez identificadas las secuencias de M1Ab y
C5Ab se procedid a clonarlos en vectores apropiados. M1Ab fue luego transcripto
y purificado. Mientras que C5Ab fue clonado en un vector de expresion llevando
un tag de histidina, fue luego sobreexpresado y purificado mediante una
cromatografia de afinidad en condiciones desnaturalizantes. Posteriormente la
subunidad ARN-catalitica fue testeada para constatar su funcionalidad in vitro.
Para esto se reconstituyd una ribozima P heteréloga compuesta por M1Ab y la
subunidad C5 de E. coli y se determind que la misma posee la capacidad de
generar el corte endonucleolitico de un sustrato unimolecular, el pre-tRNA™".
Asimismo se ensayo la habilidad de actuar sobre un sustrato bimolecular
compuesto por el ARNm de acc(6)-1b y un EGS disefiado contra éste, resultando

también este Ultimo ensayo exitoso.

Luego, con el objetivo de confirmar que el M1Ab transcripto que presenta
actividad in vitro también posee funcionalidad in vivo como subunidad ARN
catalitica de la ribozima P, se realizd un ensayo de complementacion heterdloga.
Para esto se empled la cepa de E. coli BL21(DE3) T7A49 que posee una mutacion
termosensible en el gen rnpB (que codifica para M1) y por lo tanto no crece a
temperaturas mayores a 42 2C. La cepa mutante transformada con el plasmido
pM1Ab que codifica para M1Ab fue capaz de crecer a temperaturas restrictivas, lo
que indica que el transcripto M1Ab complementa la mutacién y por ende,
presenta funcionalidad como subunidad ARN catalitica de la ribozima P in vitro.
Sin embargo mediante esta compelmentacién heterdloga sdélo se restauré el
fenotipo parcialmente, debido a que el crecimiento de la cepa mutante
complementada, cuantificado en DO, fue menor que el de la cepa salvaje. Este
fendmeno ya fue observado con anterioridad en complementaciones interespecie

llevadas a cabo entre los componentes de la ribozima P bacteriana [141, 142]. Si
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bien el componente ARN-catalitico enddgeno de la ribozima P presenta similitud
de secuencia y de estructura con el heterdlogo (M1Ab) y la funcionalidad in vitro
de la ribozima quimérica es 6ptima, las diferencias que existen entre ambas
secuencias sean las que expliquen la diferencia en el fitness entre la cepa salvaje y

la complementada hetrélogamente.

Por otra parte la secuencia identificada como C5Ab fue clonada
sobreexpresada y purificada. Finalmente se procedid a ensamblar los
componentes de la ribozima P M1Ab y C5Ab y a ensayar la funcionalidad en
conjunto. Se determind que ambos son capaces de desencadenar el corte simple
enodnucleolitico de un sustrato natural, el pre-ARNt™". De esta manera logré
reconstituirse funcionalmente la ribozima P de A. baumannii. La identificacién de
los componentes de la ribozima P de A. baumannii constituyen un importante
aporte al conocimiento de la genética y de la biologia molecular basica de una
bacteria con una relevancia cada vez mayor en el ambito clinico. La reconstitucién
in vitro de la ARNasa P constituye la piedra angular para el desarrollo de la
tecnologia EGS y de sus posibles aplicaciones como antimicrobiano en el
tratamiento de enfermedades generadas por cepas multirresitentes de esta

especie.

En cuanto a las perspectivas futuras de este trabajo la mas inmediata
consiste en probar el sistema de ribozima P in vitro de A. baumannii con EGSs
compuestos por andlogos de acidos nucleicos. Restaria seleccionar los mensajeros
blanco. Entre los posibles targets podria incluirse el ARNm del gen vital que
codifica para AcpP, acyl carrier protein, cuyo silenciamiento se conoce es letal para
la bacteria [143]. Otro blanco interesante podria estar constituido por el
mensajero de algun gen que esté involucrado en la formacidon del biofilm. En tal
sentido se propone como candidato al ARNm del gen codificante para la (p)ppGpp
sintasa, enzima responsanble de la generaciéon de (p)ppGpp un mensajero
secundario con efecto pletdrico cuya sintesis se desencadena por sefales tales
como el hambreado y que se sabe interviene en la regulacién de la formacién del

biofilm en distintas especies bacterianas [144].
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Con respecto a la pregunta de qué otras posibles alternativas deberian
considerarse para identificar nuevos antimicrobianos, una respuesta podria
encontrarse en los mecanismos a través de los cuales las bacterias causan las
infecciones. En efecto, una posibilidad seria enfocarse en embestir contra las
causales de la patogénesis, como por ejemplo los factores de virulencia o la
interrupcion de la interaccion del microorganismo con su hospedador [2, 47]. Otra
estrategia a considerar podria ser la implementacion de terapias con bacteriéfagos
que sean capaces de infectar bacterias patdgenas. Este enfoque tendria la ventaja
de poseer especificidad de hospedador y asi eliminar Unicamente a la bacteria de
interés [30, 145]. También se encuentran avanzados estudios sobre el empleo de
péptidos antimicrobianos, algunos de los cuales poseen un amplio espectro de

microorganismos blanco [44, 46].

En lo que concierne a los mecanismos de silenciamiento mediante
moléculas antisentido, la principal ventaja que poseen es su especificidad [48, 49],
dado que pueden disefiarse para actuar contra uno o un grupo determinado de
patégenos sin dafiar a los integrantes de la microbiota normal. La tecnologia EGS
en particular posee la ventaja ademas de ser exclusivamente especifica para el
dominio contra el cual se disefié la molécula antisentido, dado que los EGSs
reconocidos por la ribozima P bacteriana son diferentes de los que puede
reconocer la ARNasa P eucariota. Las desventajas principales que poseen son dos:
por un lado estan las referidas a la capacidad de los microorganismos de evadir la
accion mediante mutaciones en el ADN que codifica el ARN blanco y por el otro
estd el problema de la internalizaciéon de la molécula antisentido y de su
estabilidad una vez dentro del citoplasma. En cuanto a esto ultimo, como ya se
menciond, se podria resolver empleando analogos de 4acidos nucleicos no

hidrolizables por nucleasas bacterianas.

Respecto de la internalizacidn resta aun mucho trabajo por realizar, a
modo de ejemplo puede mencionarse el acople de las moléculas antisentido a
péptidos permeabilizantes, lo cual ha resultado en un método efectivo [55, 56,

100, 121, 146-151]. También en lo referido a la internalizacion de las moléculas
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antisentido, seria interesante explorar la posibilidad de llevar a cabo una
internalizacion de los ARNs AS a través de bacteridfagos recombinantes,

especificamente disefiados para este fin.

Comentario final:

La situacion actual de las enfermedades causadas por bacterias
multirresistenes es muy preocupante. Esta preocupacidn se incrementa aun mas
si se tienen en cuenta la baja cantidad de nuevos antibidticos disponibles en las
ultimas dos décadas y los pocos avances realizados en nuevas terapias
antimicrobianas. Los factores que aportan a este hecho son multiples y diversos,
s6lo para mencionar algunos podemos considerar el uso indiscriminado de
antibidticos, el origen ancestral y la ubicuedad de la resistencias, asi como también
la baja inversidn privada en el desarrollo de antimicrobianos y el poco interés
gubernamental. La realidad parece abrumadora, tanto que ya se considera la
posibilidad del advenimiento de una era post-antibidtica como un hecho cercano e
inminente. Queda en todos y cada uno de quienes tienen conocimiento de esta

problematica darle difusidn y visibilidad, para encontrar soluciones a la misma.
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Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: 4cido ribonucleico

AS: antisentido

BNA: acido nucleico bloqueado

CR: regiones universalmente conservadas
Da: Dalton

DOjs00: Densidad dptica a 600 nm

EGS: secuencia guia externa

LNA: 4cido nucleico cerrado

nt: nucledtidos

ODN: oligodeoxinucleétido

ORF: marco abierto de lectura

pb: pares de bases

PDVF: fluoruro de polivinilideno

PMO: fosfoamidatos de morfolinos

PNA: acido nucleico peptidico

MDR: multirrsistente

PAGE: electroforesisi en gel de poliacrilamida
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PDR: panrresistente

SDS: dodecil sulfato de sodio

THG: transferencia horizontal de genes
UFC: unidades formadoras de colonias

XDR: extensamente resistentes

Abreviaturas
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9C: grados Celsius
Kg: microgramo
ul: microlito

um: micrometro

UM: micromolar

Abreviaturas
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