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Capitulo 1

Introduccion



1.1. Bordetella pertussis, tos ferina y factores de virulencia

Las infecciones del tracto respiratorio son las causantes de una tercera parte de las
muertes a nivel mundial (The top 10 causes of death, World Health Organization). Este
ecosistema les proporciona a las bacterias un lugar para su residencia, una plataforma
para la transmisidén hacia otros individuos y, en algunos patégenos oportunistas, es el

nicho para una eventual enfermedad invasiva.

Bordetella pertussis es la bacteria causante de la tos ferina. Es una bacteria Gram
negativa que fue descrita por primera vez por Bordet y Gengou en 1906, a pesar de que
habia sido vista por primera vez en el aio 1900. Se trata de un cocobacilo pequeiio
(entre 0,2 y 0,7 um), inmdvil, estrictamente aerdbico, posee cdpsula, presenta
filamentos similares a pilis y su temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre
35°Cy 37°C. El aislamiento de la bacteria por primera vez se realizé gracias al desarrollo
de un medio de cultivo solido rico en extracto de patata mezclado con sangre de oveja,
en el cual tras 3-4 dias de incubacidn se observaron colonias de Bordetella pertussis
parecidas a perlas de mercurio. A pesar de que la bacteria no necesita un medio de
cultivo complicado para su crecimiento éste es dificil de conseguir, al igual que la

metodologia para su aislamiento, el cual es complejo (Bouchez et al, 2015).
1.1.1. Tos ferina

La tos ferina, también denominada pertussis, es una enfermedad altamente contagiosa
causada por la infeccidn aguda de las vias respiratorias por parte de bacteria patégena
Bordetella pertussis. Existen diversos factores que pueden afectar a las manifestaciones
clinicas producidas por la bacteria tales como la edad del paciente, inmunizacién o
infeccion previa, adquisicion pasiva del anticuerpo, factores genéticos o tratamiento
antibidtico. El periodo de incubacion habitual es de entre 7 y 10 dias. Tipicamente, la
enfermedad cldsica se manifiesta en nifios recién nacidos sin inmunizar, dura entre 6y
12 semanas y tiene tres fases: la fase catarral, la fase paroxistica y la fase de

convalecencia (Mattoo et al, 2005).

e Durante la fase catarral los pacientes sufren de rinitis, lacrimacion y una tos leve,

sintomas similares a los presentes en pacientes infectados por rinoviruses. Es
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una fase que dura entre 7 y 14 dias, durante la cual la tos empeora tanto en
frecuencia como en gravedad. La temperatura corporal de los enfermos es
normal u, ocasionalmente, algo elevada.

e La fase paroxistica, que se inicia durante la segunda semana de la enfermedad,
se caracteriza por unos ataques de tos que comprimen episodios de entre 5y 10
(a veces incluso mas) convulsiones durante una Unica expiracién o paroxismo. Al
final de la expiracién se da un esfuerzo inspiratorio masivo por parte del
paciente, durante el cual ocurre el clasico alarido caracteristico de la
enfermedad. Esta fase dura entre 2 y 8 semanas.

e Por ultimo se produce la transiciéon hacia la fase de convalecencia, la cual es
gradual y esta asociada a una disminucién de la frecuencia de los paroxismos y
una posterior reduccion en la severidad de esos eventos. Esta ultima etapa dura

entre una y dos semanas.

En los pacientes con tos ferina pueden aparecer diferentes complicaciones (ruptura de
alveolos, hematoma epidural y subdural, ruptura del diafragma, apnea...), de entre las
cuales las mas comunes son la neumonia, otitis media, convulsiones y encefalopatia.
Mientras que la neumonia puede ocurrir como un evento principal en respuesta a la
infeccion por la bacteria o por una infeccién secundaria provocada por otros patdgenos,
las convulsiones y la encefalopatia pueden deberse a la hipoxia cerebral causada por los

posibles paroxismos severos que pueden padecer los pacientes.

En afos recientes se ha detectado un incremento significativo en el nimero de casos de
esta patogénesis en diferentes paises, no solo en paises en vias de desarrollo, sino
también en paises desarrollados como Estados Unidos, de tal modo que la OMS la ha
declarado enfermedad reemergente (Hegerle et al, 2013; Sheridan et al, 2014). El
resurgimiento de la tos ferina esta ocurriendo a pesar de una vacunacion muy elevada
(95%), posiblemente debido a la combinacidn entre la suspensién del uso de las vacunas
originales que consistian en formulaciones con bacterias atenuadas, y la poca eficacia
de las preparaciones acelulares utilizadas en los actuales programas de vacunacién, las
cuales aportan al individuo vacunado una inmunidad inefectiva y efimera. Ante esta

situacion se ha suscitado nuevamente un gran interés por el desarrollo de nuevas
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vacunas, asi como por la aplicacidon de nuevas estrategias de inmunizacion (Carbonetti,

2016).

1.1.2. Factores de virulencia

Durante los procesos de invasion de Bordetella pertussis, ésta secreta una serie de
factores de virulencia que contribuyen a la patogénesis general causada por la bacteria.
Estos factores de virulencia se pueden clasificar en tres tipos: toxinas, proteinas de

superficie y proteinas metabdlicas (Melvin et al, 2014).
1.1.2.1. Toxinas

De todos los factores de virulencia secretados por la bacteria Bordetella pertusis las dos
con mayor importancia, e indispensables para la colonizacién del tracto respiratorio son
la toxina adenilato ciclasa (ACT) y la toxina pertusica (PT). Mientras la primera de ellas
se describird con mayor detalle mas adelante, la toxina pertusica es una proteina con
multiples subunidades (ABs) que consiste en una subunidad A enzimaticamente activa
(S1) asociada de forma no covalente con un pentamero de subunidades de unién (S2,
S3, dos copias de S4 y S5). Esta toxina es secretada mediante el sistema de secrecién
tipo IV y se une a moléculas glicoconjugadas en las superficies celulares. Sin embargo,
no se han identificado receptores especificos de la toxina pertusica, la cual parece unirse
a las células de una manera no-saturable e inespecifica. Tras su internalizacién mediante
endocitosis, la toxina es transportada mediante una via retréograda al reticulo
endoplasmatico, donde la subunidad S1 se transloca a través de la membrana para
acceder al citosol. Esta subunidad forma parte de la familia de las toxinas ribosiladoras
de ADP, la cual modifica una cisteina cerca de la subunidad a de la proteinas G

heterotriméricas, inhibiendo la activacidn de éstas (Carbonetti, 2015).

De entre todos los factores de virulencia sintetizados por las bacterias del género
Bordetella, la citotoxina traqueal es la que produce la citopatologia epitelial especifica y
caracteristica de la tos ferina. Su estructura corresponde al monémero disacarido-
tretrapéptido de un peptidoglicano, siendo ésta exactamente la de N-
acetylglucosaminyl-1,6-anhydro-N-acetylmuramyl-(L)-alanyl-g-(D)-glutamyl-

mesodiaminopimelyl-(D)-alanine. Esta citotoxina es la causante de la inflamacién de las

mitocondrias, la extrusidn de las células ciliadas y la inhibicidn de la sintesis de DNA, la
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cual es altamente dependiente de la dosis de citotoxina. Este ultimo efecto se ha

descrito Unicamente en células traqueales de hamsteres (Mattoo et al, 2001).

Por ultimo esta la toxina dermonecrdtica, la cual es responsable de la formacion de
lesiones necréticas subcutdneas. Posee actividad transglutaminasa, puede activar las
Rho GTPasas e inhibir la diferenciacién celular osteogénica in vitro, indicando que la
toxina actua directamente en las células huésped. Dado que carece de una secuencia de
sefializacion para su exportacion y no es secretada por las bacterias crecidas en cultivos
se especula con que esta proteina funciona dentro del citoplasma de la bacteria durante
la infeccidn, posiblemente facilitando la supervivencia de la bacteria dentro de las

células (Fukui et al, 2004).
1.1.2.2. Proteinas de superficie

Las proteinas de superficie juegan un papel esencial en la adherencia de la bacteria
Bordetella pertussis al epitelio respiratorio, contribuyendo asi mismo a la subsistencia
de ésta en el tracto respiratorio inferior modulando la respuesta inmune del huésped.
Entre estas proteinas se encuentra la hemaglutinina filamentosa (FHA), que gracias a
una region denominada dominio de unién a heparina (heparin-binding domain, HBD)
media la interaccién de la bacteria con las células huésped, uniéndose a carbohidratos
sulfatados como la heparina o al heparan sulfato. Se cree que la interaccion con las
células diana ocurre mediante el anclaje de la regidon N-terminal mientras que la zona C-
terminal se localiza distalmente, situandola en una posicion éptima para interactuar con
las células. La hematoglutinina, considerada la adhesina de mayor importancia en el
género Bordetella, es una proteina de 220 kDa que posee actividades
inmunomoduladoras, actuando en macrofagos, células dendriticas y en los procesos de
inflamacién mediante la induccién de IL-6 e IL-10 y suprimiendo la generacién de IL-12,
generando células Treg productoras de IL-10, lo cual evita la aparicion de IFN-y necesaria
para la generacion de una respuesta inmune mediada por las células Th1 (apartado 1.1.5)

(Scheller et al, 2015).

Por otra parte estda la pertactina, una adhesina de autotransporte de tipo | de 60 kDa
gue se cree que interactla con otros factores de virulencia como la toxina ACT. Esta

proteina, que contiene un motivo RGD (formado por la triada Arg-Gly-Asp) y dos motivos
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de repeticiones de regiones inmunodominantes ricas en prolina, esta involucrada, al
igual que la hemaglutinina, en la adhesion de la bacteria y su produccién es requerida

para evadir la eliminacién mediada por neutréfilos (Hegerle et al, 2014).

Por ultimo la bacteria es capaz de producir lipopolisacaridos, los cuales constan de un
lipido A pentaacilado unido a un trisacarido. Esta molécula carece del antigeno-O, por lo
gue comunmente se le denomina lipooligosacdrido. En ratones, las células TLR4
reconocen estos lipooligosacaridos, activando la respuesta temprana TNF-q, reclutando
neutrdfilos en los pulmones. En humanos, en cambio, la habilidad de la molécula para
estimular las células TLR4 es bastante inferior, por lo que la inflamacién causada por la
bacteria se reduce, facilitando de este modo la permanencia del patégeno durante la

infeccion (Brummelman et al, 2015).
1.1.2.3. Proteinas metabdlicas

Muchos de los genes regulados por el sistema BvgAS codifican proteinas que estan
probablemente involucradas en el metabolismo, la respiracion y otros procesos
fisioldgicos, reflejando de este modo la diversidad de condiciones ambientales con los
gue se encuentran las diferentes especies de Bordetella, dado que viajan entre y fuera
del tracto respiratorio de los mamiferos. Asi mismo existen evidencias de la produccién
de biofilms por parte de las bacterias de este género tanto in vitro como durante la
infeccion, lo que probablemente puede contribuir a la colonizacion del tracto

respiratorio (Melvin et al, 2014).

1.2. Proteinas de la familia RTX

El concepto de la familia de proteinas RTX (Repeats-in-ToXin) fue introducido por
primera vez por Roland Welch en el afio 1991. Dentro de este grupo se clasificd
inicialmente a una familia de citotoxinas formadoras de poros y dependientes de calcio
ampliamente diseminadas y producidas por patdgenos bacterianos Gram negativos de
las 6rdenes Enterobacteriaceae y Pasteurellaceae (Tabla 1.1). A pesar de que cada una

de estas toxinas presenta una especificidad hacia las células huésped muy diferenciada,
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todas tienen en comun la presencia de una serie de repeticiones de nonapéptidos ricos

en glicina y acido aspartico en su secuencia de aminodacidos.

Tabla 1.1: Clasificacidn y caracteristicas de diferentes toxinas de la familia RTX. Tabla adaptada
de Linhartovd y cols. (2010).

Toxina Tamaiio
Bacteria Especificidad celular
RTX molecular P
Escherichia coli
HIyA . 110 kDa Amplia
uropatogénica
Escherichia coli Eritrocitos y leucocitos humanos
EhxA renia con 107 kDa rocitos y fetcocitos ht y
enterohemorragica bovinos
Amplia, primariamente fagocitos
CyaA Bordetella pertussis 177 kDa plia, p o 8
mieloides
Aggregatibacter
LktA . g9reg . 114 kDa Leucocitos
actinomycetemcomitans
Actinobacillus . .
ApxIA . 110 kDa Eritrocitos
pleuropneumoniae
VcRtxA Vibrio cholerae 484 kDa Células epiteliales laringeas humanas
VVRtxA Vibrio vulnificus 550 kDa Células epiteliales intestinales
Citotoxina Células epiteliales y sinoviales, células
Kingella kingae ? P . Y .
RTX de tipo macréfago

A pesar de que, debido a razones histodricas, la palabra toxina estd incluida en el nombre
de la familia, las proteinas incluidas en este grupo poseen una gran variedad de
actividades asi como de masas moleculares (desde 40 kDa a mds de 600 kDa). Hoy en
dia, aparte de las ya mencionadas citotoxinas, se incluyen dentro de esta familia
diferentes clases de proteinas, tales como leucotoxinas o hemolisinas, proteasas, lipasas
bacterianas, bacteriocinas asi como proteinas involucradas en la movilidad de las
cianobacterias e incluso proteinas sin funcidén actualmente conocida. A pesar de que en
algunos casos no sean toxinas, éstas pueden actuar de forma sinérgica como factores
de virulencia causando dafios en los tejidos y/o provocando la produccién de

mediadores inflamatorios (Linhartova et al, 2010).

Historicamente las proteinas RTX se dividen en dos grandes grupos: las toxinas
formadoras de poro y las proteinas MARTX (Multifunctional-Autoprocessing Repeats-in-
ToXin). Las proteinas englobadas en el primer grupo se dividen a su vez en dos grupos,

las hemolisinas (toxinas formadoras de poros con baja especificidad celular) y las
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leucotoxinas (toxinas formadoras de poros especificas de ciertas clases y topos

celulares), clasificacidon secundaria hoy en dia obsoleta.

A pesar de esta diferenciacion, las toxinas formadoras de poros poseen una serie de

caracteristicas comunes entre ellas:

1. Sistema de secrecion tipo 1 (TISS). Las proteinas RTX son liberadas por la bacteria
al medio extracelular por este sistema de secrecion. A pesar de ser relativamente
simple, éste sistema de secrecidn es capaz de transportar polipéptidos mayores
de 800 kDa a través de la membrana bacteriana en cuestién de segundos. El
translocador, presente en la membrana interior, esta compuesto por un
transportador ABC, que provee energia al sistema a través de la hidrélisis de ATP,
unido a una proteina de fusion de membrana multimérica. Junto a una proteina
trimérica presente en la membrana exterior, el translocador forma un canal
continuo y estrecho, a través del cual pasan Unicamente las proteinas en cuya
secuencia contiene una sefial de secrecion poco conservada de
aproximadamente 50 residuos (Holland et al, 2005).

2. Operon rtx. Este operdn posee tanto los genes responsables de la produccion de
las propias proteinas RTX como los genes auxiliares que codifican las proteinas
gue forman parte del sistema de secrecién tipo 1. Normalmente esta constituido
por cuatro genes presentes en un Unico operdn junto con un quinto gen fuera
del operdn (Figura 1.1). El operdén constaria del gen rtxC, responsable de la
activacidon mediante una modificacion postraduccional de la proteina RTX, la cual
estd codificada por el gen rtxA; y los genes rtxB y rtxD, los cuales codifican las
proteinas necesarias para el sistema de transporte, produciendo el primero de
ellos el transportador ABC y el segundo la proteina accesoria que une el
transportador con la proteina trimérica presente en la membrana externa. Por
ultimo se encuentra el gen tolC, presente en otra regién del cromosoma
bacteriano, el cual codifica el componente de la membrana externa del sistema
de secrecién (Welch, 1991). En el caso del operdn rtx de la toxina adenilato
ciclasa de Bordetella pertussis el gen rtxE sustituye a tolC, con la diferencia de

que éste se encuentra dentro del operdn (Glaser et al, 1988a).
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Figura 1.1: Organizacidn genética del operdn rtx. Imagen tomada de Welch (1991).

3. Modificacion postraduccional. Dado que las proteinas RTX se producen como

proteinas inactivas, éstas necesitan de un mecanismo de activacién para poder
ejercer sus actividades. En este caso esa activacién consiste en la unién covalente
de uno o varios acidos grasos a grupos amino laterales de lisinas presentes en la
secuencia aminoacidica, residuos que se encuentran altamente conservados
entre las distintas proteinas de la familia. Esta reaccién esta catalizada por Ila
aciltransferasa codificada por el gen rtxC del operdn (Trent et al, 1999).

Dominio de repeticiones. Estas proteinas poseen el dominio de repeticiones que
da nombre a la familia (RTX, del inglés Repeats-in-Toxin), el cual esta formado
por motivos de nonapéptidos consecutivos con la secuencia consenso X-(L/I/F)-
X-G-G-X-G-(N/D)-D, donde X representa cualquier residuo. En cada repeticion los
primeros seis residuos forman un giro con la capacidad de unir calcio, mientras
qgue los tres aminoacidos restantes forman una pequeiia ldmina B. La
consecucion de laminas y giros forman una hélice dextrégira de hojas B paralelas,
donde un giro de cada hélice corresponde a dos aminoacidos (Luo et al, 2015).
La descripcion de esta estructura fue descrita por primera vez gracias a la
cristalizacién de la proteasa alcalina de Pseudomonas aeruginosa (Figura 1.2) por

Baumanny cols. (1993).
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top view

RTX repeats

side view

Figura 1.2: Estructura tridimensional de la proteasa alcalina de Pseudomonas aeruginosa (PDB
ID: 1KAP). La proteasa alcalina, las repeticiones RTX y los iones de calcio estan coloreados de
verde, rojo y amarillo respectivamente. Las proyecciones superiores y laterales de las
repeticiones indican la formacién de la estructura de hojas B paralelas formada por hélices
dextrogiras de laminas B. Imagen tomada de Luo y cols. (2015).

5. Dominio hidrofdbico. Se trata de una regién rica en aminodcidos hidrofébicos
que formaria una serie de hélices a transmembrana, las cuales estarian
involucradas en la formacion de poros que serian responsables de la
citotoxicidad producida por las proteinas (Felmlee et al, 1985) o produciendo
una actividad semejante a la provocada por un poro mediante la
desestabilizacién de la membrana originada por el desplazamiento de los
fosfolipidos debido a la insercidon de las hélices en la membrana, pero sin la
capacidad de atravesarla (Soloaga et al, 1999).

6. Unidn a calcio. En ausencia de calcio el dominio de repeticiones presenta una
estructura desordenada, poco estable y altamente hidratada. La unién a calcio

induce la compactacién y deshidratacion del dominio, formando estructuras
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secundarias y terciarias estables. Por tanto, este cambio conformacional
producida por el calcio es un mecanismo clave para la activacion de las funciones
de las proteinas RTX (Sotomayor-Pérez et al, 2013).

7. Punto isoeléctrico dcido. Los puntos isoeléctricos predichos para las toxinas RTX
tienden a ser generalmente acidos, con algunas excepciones como es el caso de
la toxina LtxA de Actinobacillus actinomycetemcomitans. En general, las
secuencias aminoacidicas son ricas en residuos cargados positivamente en la
parte amino terminal. Por lo tanto, para lograr un pl &cido, hay una
preponderancia de aminoacidos cargados negativamente en la parte distal de las

proteinas (Welch, 2001).

Por otra parte, las proteinas MARTX (Multifunctional-Autoprocessing Repeats-in-ToXin)
son una familia de moléculas caracterizadas por su estructura molecular y la
organizacién de los genes que codifican las proteinas. Estos genes producen proteinas
con secuencias aminoacidicas entre 3212 y 5206 residuos, cuyo dominio de exhibe una
secuencia consenso de 18 residuos X-(V/1)-X-X-G-X-X-N-X-(V/1)-X-X-G-D-G-X-D-X, el cual
difiere del nonapéptido habitual. Adicionalmente poseen en el N-terminal otro dominio
de repeticiones, con dos clases diferenciadas: por una parte una secuencia consenso de
20 aminoacidos G-X-X-G-(N/D)-(L/1)-(T/S)-F-X-G-A-G-(A/G)-X-N-X-(L/1)-X-(RH) y por otra
una secuencia de 19 residuos T-(K/H)-V-G-D-G-X-(S/T)-V-A-V-M-X-G-X-A-N-(I/V)-X. En
conjunto todas estas repeticiones ricas en glicina representan habitualmente alrededor

del 25% de la secuencia total de aminodcidos de este tipo de proteinas (Lin et al, 1999).

Las proteinas de esta categoria han sido identificadas principalmente en diferentes
especies del género Vibrio (V. cholerae, V. splendidus, V. anguillarum y V. vulnificus), asi
como en bacterias como Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica, Proteus
mirabilis o Photorhabdus luminescens. Las regiones centrales de estas proteinas estan
compuestas por diferentes dominios que, una vez en el interior de las células eucariotas,
provocan diferentes actividades citotoxicas. Aun asi, salvo la actividad biolégica de los
dominios de MARTXv. de Vibrio cholerae, el cual mediante alteraciones en la
permeabilizacién en las uniones celulares contribuye a las respuestas inflamatorias

agudas caracteristicas de la célera (Cordero et al, 2006), y MARTXyy de Vibrio vulnificus,
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proteina de 5206 aminoacidos de 556 kDa con segmentos homdlogos a los presentes en
las toxinas formadoras de poros RTX capaces de perturbar las membranas plasmaticas
(Lee et al, 2007), los efectos producidos por esos dominios centrales son desconocidos,
asi como las alteraciones provocadas en la proteina tras sus respectivas modificaciones

postraduccionales (Satchell, 2007).

1.3. La toxina adenilato ciclasa de Bordetella pertussis

La toxina adenilato ciclasa, ACT o CyaA, es una de las proteinas mas importantes
secretadas por la bacteria Bordetella pertussis. Esta toxina, identificada hace mas de 40
anos, exhibe tres caracteristicas principales: (1) es secretada por bacterias virulentas, (2)
es activada por calmodulina de células eucariotas y (3) puede invadir células catalizando
en el citosol de la célula diana la sintesis no-regulada de adenosin monofosfato-3',5'
ciclico (AMP ciclico o cAMP) a partir del adenosin trifosfato (ATP) intracelular (Ladant et

al, 1999).

Fue caracterizada por primera vez por Hewlett y cols. (1976) al analizar el sobrenadante
de cultivos de Bordetella pertussis, purificAndola mediante técnicas de cromatografia 'y
caracterizandola como una proteina termolabil, cuyas condiciones dptimas para su
maxima actividad eran una temperatura de 30°C, un pH entre 7 y 8 y un requerimiento
de magnesio. Posteriormente se determind que la toxina era activada por calmodulina
(Wolff et al, 1980) y que tras su activacion era capaz de invadir las células eucariotas

produciendo un incremento de los niveles de cAMP (Confer et al, 1982).

Se trata de una proteina bifuncional de 1706 aminodacidos y un tamano molecular
aparente de aproximadamente 200 kDa, con dos dominios claramente diferenciables:
los primeros 400 aminodcidos del extremo aminoterminal componen el dominio
adenilato ciclasa (dominio AC) y los 1300 aminodacidos restantes constituyen el dominio
hemolitico o formador de poros (dominio RTX) (Gross et al, 1992), siendo estas dos
actividades, la catalitica y la formadora de poros, independientes una de la otra

(Ehrmann et al, 1992).
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Utilizando ratones como modelos respiratorios se ha observado que la ACT es un factor
de virulencia indispensable durante las primeras fases de la colonizacién del tracto
respiratorio por parte de la bacteria. La eliminacién genética de los genes que codifican
esta toxina reducen considerablemente los efectos patoldgicos producidos por ésta,
reduciendo el nimero de colonias bacterianas recogidas de los pulmones y suprimiendo
casi al completo las lesiones y las respuestas inflamatorias producidas por el patégeno

(Weiss et al, 1989).
1.3.1. Operdn cya y regulacion génica

El andlisis genético del locus que codifica la toxina adenilato ciclasa como sus proteinas
accesorias tanto para su activacion como su secrecion a través de la membrana
bacteriana hacia el medio extracelular muestra una alta homologia a la presentada por

la a-hemolisina de Escherichia coli (Glaser et al, 1988b).

El operdn cya esta compuesto por dos segmentos claramente diferenciados (Figura 1.3)
(Masure, 1992): tomando como referencia el promotor Paa, secuencia abajo se
encuentra la regién multigénica cyaABDE, mientras que secuencia arriba, a 260 pares de
bases, se encuentra el ORF (marco abierto de lectura, del inglés Open Reading Frame)
que codifica la proteina aciltransferasa accesoria cyaC tras su promotor especifico Pcyac
(Glaser et al, 1988c). Ademas, existe un segundo promotor tras el gen cyaA, Pcyasoe, que

codifica Unicamente para los ORF cyaB, cyaD y cyaE (Laoide et al, 1990).

Dentro del grupo génico cyaABDE, tras el promotor, se encuentra el ORF cydA, el cual
codifica la protoxina adenilato ciclasa (proACT), siendo ésta la forma inactiva de la ACT.
La proteina accesoria que desempena la maduracién de la proACT es la CyaC, cuyo ORF
se encuentra secuencia arriba respecto al promotor Peyac. Tras el gen cyaA se encuentra
el promotor P¢yaspe, seguido de los ORF cyaB y cyaD, los cuales son homélogos a los
genes hlyBy hlyD, responsables del transporte de la toxina a través de la membrana de
la bacteria. Por ultimo, contiguo al ORF cyaD, se encuentra el gen cyaE, indispensable

para el transporte de la toxina (Barry et al, 1991).
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Figura 1.3: Representacion esquematica de la organizacion transcripcional del operén cya. Las
flechas indican la direccién de la transcripciéon, mientras que el grosor de éstas indica la
abundancia relativa de los transcriptos. Imagen modificada de Goyard y cols. (1992) y Masure
(1992).

1.3.2. Caracteristicas estructurales

En la estructura de la toxina adenilato ciclasa se pueden diferenciar dos dominios: el
dominio catalitico adenilato ciclasa (o dominio AC, residuos =1-400) y el dominio RTX

formador de poros (aminoacidos =400-1706) (Ladant et al, 1999) (Figura 1.4).

Segmento de
unién a receptor
Dominio AC Dominio RTX 1
< ] - >
1 400T 500 , 700 i ilooo Dominio repeticiones 1706
L Palmitilacion S del
Region linker K860/K983 egmentode la
sefal de secrecion
Dominio

hidrofébico

Figura 1.4: Representacion esquematica de la secuencia de aminoacidos de la toxina adenilato
ciclasa de Bordetella pertussis. Imagen modificada de Masin y cols. (2015).

1.3.2.1. Dominio AC

Dentro del dominio catalitico de la toxina se pueden distinguir a su vez dos subdominios
diferentes, el dominio T25 y el dominio T18, los cuales se pueden obtener in vitro gracias

a procesos de protedlisis parcial (Ladant et al, 1989):
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Dominio T25. Comprende los aminoacidos 1-224. Contiene la secuencia
consenso G-X-X-X-X-G(A)-K-S, la cual esta presente en la mayoria de las proteinas
que unen ATP. Mutaciones en los aminodcidos K58 y K65 reducen drasticamente
la conversién de ATP en cAMP, por lo que el dominio se ha propuesto como parte
del centro catalitico. Ademas se ha descrito que existen en este dominio otros
residuos involucrados en la actividad catalitica de la toxina (Munier et al, 1992).
Dominio T18. Consiste en el resto de residuos del dominio catalitico, es decir, los
residuos que quedan entre las posiciones 225 y 399. Se trata de una region con
una estructura de hélices a anfipdticas. Se trata del dominio de unidén a
calmodulina, cuya zona de unién se encuentra alrededor del aminoacido W242,
dado que su sustitucion reduce considerablemente la afinidad de la toxina hacia

la calmodulina (Glaser et al, 1989).

1.3.2.2. Dominio RTX

El dominio formador de poros consta a su vez de los siguientes segmentos:

Dominio hidrofébico. Consta de los aminoacidos entre las posiciones 500 y 700,
y esta constituido por una serie de hélices a transmembrana esenciales tanto
para la translocacidn del dominio catalitico como para la formacion de poros por
parte de la toxina (Basler et al, 2007). Mediante técnicas bioinformaticas se han
predicho cinco hélices transmembrana potenciales (502-522, 529-549, 571-591,
607-627 y 678-698) (Osickova et al, 1999).

Residuos de palmitilacion. Se trata de dos lisinas en las posiciones 860 (Hackett
et al, 1995) y 983 (Hackett et al, 1994), las cuales son reconocidas por la
aciltransferasa CyaC la cual transfiere acidos grasos (habitualmente dacidos
palmiticos) con la ayuda de la ACP (Acy! Carrier Protein o proteina transportadora
de acilos) produciendo la activacidn de la toxina (Westrop et al, 1996).

Dominio de repeticiones. Consta de los aminodacidos comprendidos entre la
posicién 1014 y 1612 y se caracteriza por la presencia de repeticiones del
nonapéptido G-G-X-G-X-D-X-U-X (donde X representa cualquier aminoacido y U
cualquier residuo alifadtico o aromatico tales como Leu, lle, Val, Phe y Tyr)

caracteristico de la familia de proteinas RTX (Sotomayor-Pérez et al, 2010). Este
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dominio de entre 40 y 45 repeticiones esta dividido en 5 secciones o bloques:
bloque | (aminoacidos entre las posiciones 1014 y 1087), bloque Il (residuos
1138-1210), bloque llI (residuos 1247-1352), bloque IV (residuos 1377-1489) y
bloque V (residuos 1529-1612) (Bauche et al, 2006).

e Dominio de union al receptor. Dentro del dominio de repeticiones se encuentra
un segmento comprendido entre los aminodcidos 1166 y 1286 responsable de la
unién de la toxina a su receptor celular, la integrina CD11b/CD18 (también
denominada integrina B2, CR3 o complement receptor 3, Mac-1 o amPz) (El-
Azami-El-Idrissi et al, 2003).

e Segmento de la sefial de secrecidn. Se trata de un segmento de 74 aminoacidos
presentes en el extremo carboxilo de la toxina que es necesario para el
transporte de la proteina a través del sistema de secrecion de la bacteria. Esta
sefial lleva a cabo la insercién de la toxina desplegada a través del conducto
CyaBDE, permitiendo su secrecidn directa desde el citosol bacteriano al medio

externo (Sebo et al, 1993).

Recientemente se ha descrito que la regiéon comprendida entre el aminoacido 400 vy el
500 podria ser una especie de linker o conector entre los dominios AC y el RTX, y que
podria estar implicado en la translocacidn del dominio catalitico mediante la formacién
de una hélice a con capacidad de unirse a membranas con lipidos anidnicos,
desestabilizdndola y favoreciendo la translocacion del dominio AC a través de la

membrana plasmatica (Subrini et al, 2013).

1.3.3. Activacion de la ACT mediante palmitilacion de los residuos K860 y

K983

Al igual que las demas toxinas RTX, la ACT es inicialmente sintetizada en forma de
protoxina inactiva, denominada ProACT (Sebo et al, 1991). Para que la protoxina
adquiera plena funcionalidad se requiere de una modificacién postransduccional en
forma de palmitilacidon de dos residuos conservados en la familia, que estan presentes
en el dominio RTX de la toxina: la lisina de la posicion 983 (Hackett et al, 1994) y la lisina
de la posicién 860 (Hackett et al, 1995). Ambas modificaciones son necesarias no solo

para la citotoxicidad producida por la toxina, sino también para la unién de ésta a
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membranas celulares, aunque la importancia de la palmitilacion del residuo K860 sea

menor que la del residuo K983 (Masin et al, 2005).

La activacidon de la proACT se produce tras la palmitilacién del grupo e-amino de la lisina
de la posicion 983. Para ello se utiliza como donadora de 4cidos grasos a una proteina
transportadora de acilo (acil-ACP) (Hackett et al, 1994). Esta reaccion es catalizada por
la proteina CyaC, una aciltransferasa que se coexpresa junto con la toxina (Barry et al,

1991).

Por analogia con el proceso de acilacién de la a-hemolisina de E. coli (Worsham et al,
2005) la reaccion se produciria tras la formacion de un complejo de alta afinidad entre
la acil-ACP y la CyaC, tras lo cual la primera transferiria el grupo acilo a la segunda,
produciendo en el proceso el intermediario denominado acil-CyaC. Este intermediario
transferiria posteriormente este grupo acilo a la proACT, uniéndolo covalentemente a la

amina-€ lateral de las lisinas 860 y 983.
1.3.4. Secrecion de la ACT mediante el sistema de secrecion T1SS

Tal y como se ha mencionado las proteinas RTX son secretadas por el sistema de
secrecién de tipo 1 (T1SS) formado en el caso de la toxina adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis por las proteinas CyaBDE, usando un mecanismo similar al de la a-hemolisina
de Escherichia coli, la cual utiliza un aparato HlyBD/TolC (Gentschev et al, 2002). Por
analogia, la proteina CyaB funcionaria como el transportador ABC, el cual reconoceria la
sefial de secrecion de 74 residuos de la toxina dirigiendo el polipéptido de la toxina a
través del conducto trimérico CyaBDE (Lecher et al, 2012) permitiendo la secrecién
directa de la proteina desde el citoplasma bacteriano al medio extracelular (Masin et al,

2015).

Se ha postulado que durante el proceso de secrecidn la toxina permaneceria en una
conformacion desplegada, dado que con esa conformacién se facilitaria su absorcion y
secrecién a través de la maquinaria del sistema de secrecidon (Sotomayor-Pérez et al,
2014). Esta hipodtesis se sustenta en que el dominio RTX se encuentra nativamente
desordenado, inestable e hidratado a bajas concentraciones de calcio. La unién de calcio
induce la compactacién y la deshidratacién del dominio de repeticiones, formando en el

proceso unas estructuras secundarias y terciarias estables. Por tanto, las bajas

32



concentraciones de calcio presentes en el citosol bacteriano (0,1-1 uM) prevendrian el
plegamiento del dominio RTX (Chenal et al, 2009). La conformacion desplegada se debe
en parte a los residuos cargados negativamente presentes en el dominio RTX, los cuales
producirian repulsiones electrostaticas internas entre ellos, dotando a los motivos RTX
de una gran flexibilidad estructural (Sotomayor-Pérez et al, 2011). La combinacién de
ambos factores favoreceria el estado desplegado de la toxina, facilitando de este modo
el reconocimiento de la sefial de secrecién por parte del sistema T1SS y su secrecién a

través del angosto canal de secrecion.

En consecuencia, el plegamiento de la toxina ocurriria tras su secrecion, proceso que
puede ser regulado con precision por el gradiente de calcio presente en la membrana
bacteriana. Asumiendo una secrecién direccional del polipéptido desde su C-terminal
hacia el N-terminal, debido a que la senal de secrecién reside en el extremo carboxilo,
el blogue V del dominio de repeticiones seria el primero en salir por el canal de secrecién
al medio extracelular rico en calcio. La unién del calcio a las diferentes repeticiones
desencadenaria su plegamiento formando una estructura compacta y estable

(Sotomayor-Pérez et al, 2010).

Se ha determinado que cada bloque de repeticiones posee una estructura tipo capuchén
en su extremo carboxilo que a medida que emerge por el conducto formado por el
sistema de secrecidén tipo 1, la unidn con el calcio extracelular desencadena su
plegamiento (Bumba et al, 2016). La hidrélisis de ATP provee al sistema de energia
mecanica para realizar los cambios conformacionales, generando golpes energéticos
que facilitan la progresiva insercion de las repeticiones en el conducto del sistema de
secrecidon. Ademas, el movimiento electroforético de las cargas negativas del dominio
RTX a través del gradiente de potencial de membrana negativo de la membrana interna
de la pared bacteriana podria también facilitar la extrusidn de la toxina hacia el medio
extracelular (Blenner et al, 2010). Una vez secretada al medio extracelular, la
estabilizacién del capuchén radicado en el terminal carboxilo del bloque V, cuya
secuencia no es homoéloga a las del resto de bloques, es obligatoria para la estabilizaciéon
de toda la estructura en hojas B, las cuales actuan como brownian ratchets que aceleran
la translocacion vectorial de los largos polipéptidos RTX a través de los conductos de la

maquinaria T1SS. La mutagénesis de ciertos aminoacidos de esta estructura produce

33



toxinas desplegadas e inactivas. Una vez el bloque V es secretado y estabilizado por el

calcio, éste sirve como punto de nucleacién para el resto de la regién RTX (Figura 1.5).

E1oo nM Ca"l

~ 100 residues

W NN NS N v v U U U

Figura 1.5: Representacion esquematica de la secrecion de la toxina adenilato ciclasa a través
del sistema de secrecidn tipo 1. Imagen tomada de Bumba y cols. (2016).

En el afio 2005 Lee y cols. describieron que, una vez secretada, la ACT es capaz de formar
estructuras oligoméricas en solucidn, siendo estos oligdmeros dimeros o incluso

asociaciones de mayor masa molecular. Esta autoasociacidn de las diferentes unidades
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de la toxina en forma oligomérica en solucion es dependiente de la acilacion de la
proteina, pero no de la presencia de calcio. El no requerir calcio para la autoasociacion
de la ACT indicaria que el dominio de repeticiones caracteristico de las toxinas RTX no
esta involucrado en este proceso, pero si que se requiere para conferir a la proteina una
conformacion adecuada para su unién a las membranas plasmaticas (Rose et al, 1995).
Por otro lado, dado que la acilacién es necesaria para el correcto funcionamiento de la
actividad hemodlitica de la ACT pero no para la translocacién del dominio catalitico
(Hackett et al, 1995; Osickova et al, 1999), se ha determinado que la acilacién de la
proteina contribuye a la interacciéon proteina-proteina o confiere a la molécula una
conformacion necesaria para los procesos de oligomerizacién, proceso que seria la base

de la hemdlisis producida por la toxina (Lee et al, 2005).

Recientemente se ha propuesto que la forma fisioldgicamente activa de la toxina podria
ser el mondmero, poseyendo esta forma tanto la actividad hemolitica como la citotdxica
(translocacidon del dominio catalitico). Histdricamente las purificaciones de la ACT se
mantienen en urea, que al dializarla, diluirla o con cambios de tampdn, forma
multimeros. Aun asi, jugando con las concentraciones de calcio, la acilacion de las lisinas
y el confinamiento molecular se pueden obtener ratios mayores de la forma
monomérica de la toxina frente a las formas oligoméricas (Karst et al, 2014). Esta forma
monomeérica es capaz de mantener su estabilidad estructural durante largos periodos
de tiempo a temperatura ambiente, siendo resistente a la desnaturalizaciéon térmica.
Una vez plegada este mondmero mantiene la capacidad hemolitica de la toxina,
mientras que para translocar el dominio catalitico y convertir el ATP de las células diana

en cAMP necesita de concentraciones submilimolares de calcio (Cannella et al, 2017).

1.3.5. Union a células

La ACT es capaz de unirse e invadir una gran variedad de tipos celulares, desde
eritrocitos hasta células epiteliales o diversos tipos de células del sistema inmune,
produciendo en ellas efectos tanto citotéxicos y como liticos (Hansky et al, 1985; Rogel
et al, 1992, Eby et al, 2010). Asi mismo es capaz de interaccionar con membranas
modelo permeabilizandolas (Martin et al, 2004). Esta unidn es dependiente de la

concentracion de toxina, de la modificacién postransduccional y de la presencia de calcio

35



en el medio extracelular, pero independiente de la temperatura ya que es capaz de
unirse a las células entre 0°Cy 37°C, aunque a bajas temperaturas la unién se ve reducida

(Gray et al, 1999).

Sin embargo, se ha determinado que, ademas de esta unién inespecifica, la ACT
reconoce de manera especifica la integrina CD11b/CD18 (CR3, Mac-1 o ampB:) presente
en células inmunes de la linea mieloide, tales como macréfagos, neutréfilos y células
dendriticas. Asi, mediante experimentos realizados con lineas de células mieloides se ha
determinado que la unién y las propiedades téxicas de la ACT se ven favorecidas gracias
a su interaccidn con la integrina amp2, existiendo una correlacion positiva entre la union
eficiente y saturable de la toxina con la expresién de CD11b en las células, asi como una
inhibicién de la toxina al bloquear el receptor con anticuerpos monoclonales anti-
CD11b. La expresion de esta integrina B2 en lineas celulares sin este receptor aumenta
exponencialmente la unién de la ACT y su citotoxicidad, por lo que dicha integrina es
considerada receptor especifico de la ACT en células fagociticas. Por ultimo, tal y como
se establecié previamente, la presencia de calcio es indispensable para la unién de la
ACT a la integrina CD11b/CD18 (Guermonprez et al, 2001). La unidn especifica de la ACT
con la integrina parece ser a través de los residuos de acido sidlico presentes en la
integrina CD11b/CD18, siendo ésta dependiente de las interacciones electrostaticas

producidas por estos residuos cargados negativamente (Morova et al, 2008).

Es conocido que la unidn de ligandos a las integrinas B2 se hace a través de su dominio
I, lo cual produce en el receptor un cambio conformacional pasando de estar en una
forma inactiva (conformacién cerrada y curvada de baja afinidad) a otra activa
(conformacidn abierta y extendida de alta afinidad) (Figura 1.6). Este cambio produce la
activacion de las tirosina quinasas de la familia Src, lo que lleva a una cascada de
sefializacion activando los mecanismos de respuesta inmune (Tan, 2012). Aun asi, se ha
descubierto que la unidn de la ACT a la integrina no activa estos mecanismos, debido a
gue se une a una segmento que se encuentra fuera del dominio | del receptor (entre los
residuos 614 y 682), lo que junto con la producciéon de cAMP intracelular por parte del
dominio catalitico de la toxina bloquea las subsiguientes cascadas de sefializacion que

activan la respuesta inmune de las células (Osicka et al, 2015).
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Por otra parte se ha descrito también que la toxina adenilato ciclasa es capaz de unirse
a las células T a través del receptor CD11a/CD18 o LFA-1 (Paccani et al, 2011). Esta
interaccion entre la toxina y este receptor ocurre cuando esta Ultima se encuentra en
conformacion abierta, la cual representa una fraccién muy baja de toda la integrina
presente en la membrana celular. Debido a esa baja proporcion de la conformacion
activa de esta integrina se registra una baja actividad citotdxica por parte de la toxina

en esta linea celular.
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Figura 1.6: Estructura, dominios y conformaciones de las integrinas de la familia B.. En la
imagen se representa la estructura terciaria de los componentes a y B de las integrinas de la
familia B, indicando los diferentes dominios (A) asi como los cambios conformacionales entre la
conformacioén inactiva o cerrada (B) y las conformaciones intermediarias (C) y activa o extendida
(D) tras la unidn del ligando. Figura adaptada de Maruyama y cols. (2012).

1.3.6. Translocacion del dominio catalitico y actividad adenilato ciclasa

La caracteristica mas singular de la ACT es su capacidad para transportar el dominio
catalitico del extremo amino directamente a través de la membrana de las células
eucariotas, proceso que ocurre independientemente del receptor CD11b/CD18 (Ladant
et al, 1999; Carbonetti, 2010, Linhartova et al, 2013). Se ha propuesto que tras la unién
del dominio rico en repeticiones del dominio RTX a la integrina de los fagocitos diana
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(Guermonprez et al, 2001; El-Azami-El-Idrissi et al, 2003), la regién hidrofdbica de la
toxina se inserta en la membrana plasmatica de las células diana y transloca el dominio

catalitico a través de ésta hacia el citosol celular (Rogel et al, 1992).

Estudios iniciales usando inhibidores de vias endociticas sugirieron que la translocacién
del dominio catalitico no estaba precedida por la endocitosis de la toxina (Gordon et al,
1988). Tiempo después, en el afio 1992, Rogel y Hanski establecieron que el extremo
carboxilo de la toxina crea un canal en la membrana a través del cual se transloca el
fragmento del extremo amino. Sin embargo, esta hipétesis fue descartada tras
considerar que el poro formado por la porcién hemolitica de la ACT parece ser
aparentemente demasiado estrecho (con un didmetro entre 0,6 y 0,8 nm) como para
permitir el paso de un polipéptido de aproximadamente 40 kDa, tal y como se ha
propuesto tras realizar medidas de conductancia en bicapas planas (Benz et al, 1994) y

ensayos hemoliticos con protectores osmaéticos (Ehrmann et al, 1991).

Hoy en dia el mecanismo por el cual se produce la translocacién del dominio catalitico
hacia el citosol de la célula diana es desconocido, aunque se ha descrito extensivamente
como un proceso que se da directamente a través de la membrana (Schlecht et al, 2004).
Aun asi, la translocacién del dominio catalitico a través de la membrana parece estar
dirigido por un potencial de membrana negativo tanto en células (Otero et al, 1995)
como en membranas modelo (Veneziano et al, 2013), ocurre solamente a temperaturas
superiores a 15°C (Rogel et al, 1992) y requiere de concentraciones de calcio milimolares
(Otero et al, 1995), dando lugar a un proceso con una vida media de unas pocos

segundos (Rogel et al, 1992).

A pesar de que la translocacién no depende de la permeabilizacion de la membrana por
parte de los poros producidos por la ACT, hay diversos elementos estructurales que
pueden ser compartidos por ambos procesos (Osickova et al, 2010). Esta observacién se
debe a que varios residuos de las hélices a anfipaticas que forman parte del dominio
hidrofdobico formador de poros, los glutamatos 509 y 516 de la primera hélice y los
glutamatos 570 y 581 de la tercera hélice, son importantes tanto para los procesos de
translocacién como para la formacidon y la selectividad hacia los cationes de los canales

formados por la toxina (Osickova et al, 1999; Basler et al, 2007).
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En el afio 2010 Bumba y cols. propusieron un modelo de translocacion basado en la
intoxicacion producida por la ACT en macroéfagos, sugiriendo que tras la unién de la
toxina al receptor CD11b/CD18 vy la posterior insercidén de los segmentos hidrofdbicos,
aparte de anclar la toxina a la célula, formaria un intermediario de translocacién donde
el propio dominio catalitico participaria en la formacidn de un canal abierto transitorio
que permitiria el flujo de iones de calcio hacia el citosol celular (Fiser et al, 2007). Este
flujo de calcio activaria el corte mediado por la calpaina de la talina que une la integrina
al citoesqueleto, liberdandose el complejo toxina-receptor, el cual se recolocaria en los
microdominios ricos en colesterol. En este ambiente rico en esteroles se realizaria el

ultimo paso de la translocacién del dominio a través de la membrana plasmatica (Figura

1.7).
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Figura 1.7: Modelo de translocacion del dominio catalitico de la ACT propuesto por Bumba y
cols. (2010).

Recientemente, el segmento que une los dominios enzimatico y formador de poros de
la ACT ha atraido la atencién de varios investigadores. Se ha propuesto la presencia de
una hélice a entre los residuos 454 y 485 que estaria involucrada en al translocacién del
dominio catalitico a través de la membrana (Karst et al, 2012; Subrini et al, 2013). De
hecho la eliminacién de los residuos entre las posiciones 375 y 485 (Gray et al, 2001) o
la uniéon del anticuerpo monoclonal a un epitopo situado entre los aminoacidos 373 y
399 inhibe la translocacion del dominio AC (Lee et al, 1999). Adicionalmente la presencia
de residuos cargados positivamente dentro de esta regidn linker parecen estar

involucrados en la desestabilizacién de la membrana y el transporte del dominio
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catalitico, mientras que las cargas netas negativas entre los residuos 419 y 448 controlan
el tamafio y la frecuencia de la formacién de poros por parte de la ACT (Masin et al,

2016).

Una vez translocado el dominio catalitico nuestro laboratorio demostré recientemente
que se produciria una activacién de calpainas celulares, cistein proteasas calcio-
dependientes, que corta la cadena polipeptidica de la ACT en algin punto dentro de la
region que conecta el dominio catalitico y el dominio hemolisina (aproximadamente
hacia el residuo 480 de la secuencia de la toxina), liberandose el dominio catalitico
entero, en forma soluble, en el citosol celular, mientras que el dominio hemolisina
permaneceria insertado en la membrana celular. Se ha observado asi mismo que el
dominio catalitico puede colocalizar con la mitocondria y el ntcleo de la célula diana, lo
gue sugiere que podria actuar de forma similar a ciertas adenilato ciclasas solubles que
poseen targets intracelulares (Uribe et al, 2013). La activacion de calpainas celulares
podria estar mediada por la entrada de calcio inducida por la propia toxina en las células

diana (Fiser et al, 2007; Martin et al, 2010).

Tras la translocacién, la unién a calmodulina al dominio adenilato ciclasa, que ocurre
con una afinidad subnanomolar, estimula enormemente, mas de tres 6rdenes de
magnitud, la actividad catalitica de dicho dominio, que presenta una constante
catalitica, keat>2000 st (Wolf et al, 1980), produciendo niveles suprafisiolégicos de cAMP
en el citosol de las células diana (Rogel et al, 1989; Ladant et al, 1999). La cristalizacién
del dominio catalitico unido a la calmodulina (Figura 1.8) permitié6 determinar las
caracteristicas de unidn entre ambas moléculas, en la que toman parte tres iones de
magnesio, y se produce a través de las superficies positivamente cargadas del dominio
catalitico de la ACT, gracias a las cuales producen la unién a la calmodulina, la cual es
una proteina acida con un punto isoeléctrico de 4,1 con cuatro sitios de unién a metales
cuya asociacion a calcio incrementa 400 veces su afinidad para unirse al dominio
catalitico (Shen et al, 2002). Por parte del dominio catalitico son cuatro regiones
discretas y 49 residuos los que estan involucrados en la unién, formando una red de
puentes salinos, enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofébicas que abrazan a la
calmodulina; mientras que por parte de la calmodulina son los residuos de las posiciones

41y 70 los que provocan un contacto estrecho con el dominio AC. Esta unién estabiliza
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el loop donde se encuentra el centro activo en contacto con el ATP, produciendo la
conversion del ATP en cAMP (Guo et al, 2005). Asi mismo, la unién del dominio catalitico
a la calmodulina induce en éste cambios conformacionales minimos tanto en su
estructura secundaria como terciaria, pero que tienen un gran efecto en las propiedades
hidrodindmicas del dominio: mientras que el dominio aislado es esférico e hidratado, la
interaccion con la calmodulina provoca una elongacion, compactacién y deshidratacién

del dominio catalitico (Karst et al, 2010).

Figura 1.8: Estructura secundaria del complejo formado por el dominio catalitico de la toxina
junto a la calmodulina. Los dominios T25 y T18 del dominio catalitico se representan en verde
y azul respectivamente, mientras la calmodulina esta coloreada de rojo, los iones de calcio de
amarillo y los iones de magnesio en naranja. Imagen tomada de Guo y cols. (2005).

1.3.7. Actividad hemolitica

Inicialmente, por homologia de secuencias con otras toxinas de la familia RTX como la a
hemolisina de Escherichia coli, se propuso que la regidén encargada de la insercidn y la
actividad formadora de poros de la ACT corresponderia a la regién entre los aminodcidos
de las posiciones 500 y 700, dentro de la cual se encontrarian cuatro segmentos
hidrofdbicos y con estructuras a helicoidales potenciales (Ludwig et al, 1987). Asi mismo,
deleciones internas dentro de esta regidén confirmaron la implicacién de este segmento
en la hemodlisis, dada la reduccion observada en esta actividad (Bellalou et al/, 1990).

Posteriormente, gracias a técnicas de prediccion bioinformaticas, se establecio la
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presencia de cinco hélices a transmembrana potenciales dentro de esta region

(Osickova et al, 1999) (Tabla 1.2).

Tabla 1.2: Caracteristicas de las hélice a transmembrana potenciales de la region hidrofébica
de la toxina adenilato ciclasa. Tabla adaptada de Osickova y cols. (1999).

Residuos Hidrofobicidad media Secuencia

502-522 0,49 AAVFGLGEASSAVAETVSGFF
529-549 0,69 AGGFGVAGGAMALGGGIAAAV
571-591 0,53 IALQLTGGTVELASSIALALA
607-627 0,57 AGAAAGALAAALSPMEIYGLV
678-698 0,69 VGAAVSIAAAASVVGAPVAVV

Se ha estimado un didametro de poro formado por la toxina adenilato ciclasa de entre
0,6 y 0,8 nm, estimaciones obtenidas tras la realizacién de experimentos de hemdlisis
en presencia de protectores osméticos (Ehrmann et al, 1991), asi como mediante
mediciones de conductancia de poro Unico en membranas modelo (Benz et al, 1994).
Estos valores de conductancia obtenidos con la ACT son bastante menores que los
observados en otras toxinas RTX como la a hemolisina de Escherichia coli, lo cual se
traduciria en un menor flujo de iones y otras moléculas hidrofilicas v,

consecuentemente, en una menor capacidad litica en comparacion.
Existe una serie de factores que afectan a la capacidad hemolitica de la toxina:

e Flcalcio. Aumentando de 0,7 mM a 0,8 mM la concentracidn de calcio se observo
un incremento extremo en los valores de conductancia a través de los poros
formados por la toxina. Se ha especulado con que en el rango de 0,6 a 0,8 mM
de calcio la toxina experimenta un cambio conformacional pasando de un estado
off a un estado on, debido a que a partir de ese rango la unién de calcio al
dominio de repeticiones se comporta de manera cooperativa, causando un
cambio conformacional importante o un replegamiento parcial de la proteina.
En cambio, no se observaron cambios en la conductancia de canal Unico por
parte de la ACT en presencia o ausencia de calmodulina, lo cual reforzaria la
hipdtesis de que las actividades citotoxica y hemolitica de la toxina son procesos

independientes uno del otro (Knapp et al, 2003).
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La carga neta del dominio hidrofdbico. La integridad y la carga neta del dominio
que comprende las hélices a transmembrana son indispensables para la
selectividad de los canales y la tendencia a formar poros por parte de la ACT. El
cambio de carga negativa a positiva de los acidos glutdmicos de las posiciones
509 y 516 de la primera hélice por lisina, localizados dentro de la primera hélice
a, reduce sustancialmente la selectividad hacia los cationes pero aumenta la
capacidad hemolitica de la toxina, debido a un incremento en la frecuencia de
formacién de poros pero sin alterar la conductancia de poro Unico (Osickova et
al, 1999). Asi mismo, la sustitucién del dcido glutamico de la posicién 570, dentro
de la segunda hélice transmembrana, por aminoacidos neutros o positivos
reduce la selectividad hacia los cationes (Basler et al, 2007).

El potencial eléctrico. La orientacion del potencial eléctrico altera la formacion
de poros por parte de la toxina. Utilizando técnicas de patch clamp se ha
observado que al aplicar un voltaje positivo en el lado cis la ACT es capaz de
formar poros con una conductancia de poro Unico de 45 pS y una vida media de
2 s. En cambio, aplicar en ese mismo lado un voltaje negativo se observaron
fluctuaciones irregulares atribuidas a procesos parecidos a una explosién,
obteniendo valores de vida media alrededor de 10 ms. Estas diferencias parecen
estar relacionadas con las propiedades intrinsecas del dominio transmembrana
hidrofébico, donde la aplicaciéon de una distribucién de cargas asimétrica se
traduciria en un cambio en la orientacién de la toxina en la membrana hacia una
posicion asimétrica (Knapp et al, 2008).

El pH. La conductancia del poro formado por la ACT es dependiente del pH,
posiblemente debido a la reaccién protonacidn-deprotonacién de uno o varios
aminodacidos cargados afincados en posiciones estratégicas dentro del poro
(Knapp et al, 2008).

La composicion lipidica. Este factor puede favorecer o inhibir la permeabilizacién
producida por la toxina. El efecto litico producido por la ACT se ve favorecido en
presencia de lipidos que inducen curvatura negativa (como Ia
fosfatidiletanolamina, o PE, o el colesterol), mientras que lipidos con curvatura
positiva (lisofosfatidilcolina entre otros) contrarresta el efecto de la PE

reduciendo la capacidad permeabilizadora de la toxina. Este efecto
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intensificador de la lisis puede deberse a la formacién de estructuras lipidicas no
lamelares transitorias por parte de los lipidos con curvatura negativa, formando
geometrias parecidas a fases cubicas o hexagonales invertidas. Asi mismo, se ha
observado que la toxina adenilato ciclasa produce un movimiento
transmembrana de lipidos en las membranas o flip-flop. Este efecto se achacé a
que la insercién de un numero mayor de ACT en la membrana con el tiempo
provocaria el incremento de la presion lateral de la membrana exterior,
colapsando la arquitectura de la membrana y permitiendo el trasvase de lipidos

de una membrana a otra de la bicapa (Martin et al, 2004).

1.3.8. Efectos producidos por la ACT

Inicialmente se habia observado que la bacteria Bordetella pertussis era capaz de
producir apoptosis en macréfagos (Khelef et al, 1993). Dado la cantidad de factores de
virulencia que es capaz de secretar la bacteria no estaba claro cual de los factores era el
responsable o si era necesaria una combinacion entre ellos para activar la apoptosis. No
fue hasta mds adelante cuando se describié que el Unico factor que era capaz de
producir este proceso era la toxina adenilato ciclasa, dado que el resto de factores de
virulencia secretados por la bacteria por si solos no eran capaces de activar este
mecanismo celular (Khelef et al, 1995). La seiial para la inducciéon de la apoptosis parece
provenir de modificaciones en la membrana de las mitocondrias producidas por la
actividad citotdxica de la ACT, dado que la disrupcion de éstas mediante la reduccién en
el potencial transmembrana de la membrana interna activa la apoptosis. Tanto esta
alteracion fisiolégica como la disminucién de los niveles de ATP forman parte de los
mecanismos de apoptosis, aunque siempre se necesitan unos niveles minimos de ATP
para su activacion, por lo que la ausencia completa de esta molécula inhibe la activacién

de apoptosis (Bachelet et al, 2002).

Se ha establecido que la ACT es capaz de alterar la respuesta inmune, neutralizando
temporalmente de las defensas del organismos huésped durante las fases iniciales de la
colonizacion de la bacteria Bordetella pertussis. Por una parte es capaz de suprimir la
activacion y quimiotaxis de los linfocitos T. La produccién de cAMP por parte de la ACT

en estas células inhibe tanto los receptores de antigenos como los de quimioquinas
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mediante una via en la que la proteina quinasa A esta involucrada. Esta inactivacion se
produce también en otras lineas celulares que expresan las MAP quinasas, diana comun
de las actividades inmunosupresoras mediadas por la proteina quinasa A (Paccani et al,

2008).

Asi mismo se ha descrito que la ACT es capaz de inhibir la formacién de trampas
extracelulares de neutroéfilos (Eby et al, 2014), las cuales se ocupan de la inmovilizacion
de una amplia variedad de microorganismos para su posterior eliminacién. Esta
observacion seria la consecuencia de la inhibicidn del estallido respiratorio mediante la
activacion de la proteina de intercambio Epac por parte de la producciéon de cAMP, la
cual provoca la inhibicién de las fosfolipasas C, cuyo producto, el diacilglicerol, es el

activador del estallido respiratorio (Cerny et al, 2017).

Adicionalmente se ha descrito que la toxina adenilato ciclasa es capaz de suprimir las
funciones bactericidas de los fagocitos. Se ha mencionado previamente que la proteina
quinasa A es activada por el aumento de cAMP en las células diana. Esta activacion es
capaz de estimular la tirosina fosfatasa SHP-1, llevando a la desfosforilacion de la
subunidad P-c-Fos del factor de transcripciéon AP-1, lo cual se traduce en una pérdida de
la expresion de la enzima iNOS inducida por los receptores de tipo Toll (Toll Like
Receptors, TLR). Esto provoca la inhibicién de la produccion de niveles bactericidas de
Oxido nitrico en los macrdéfagos, permitiendo la supervivencia de la bacteria en el interior
celular (Cerny et al, 2015). También se ha observado que la ACT, en cooperacion con la
hemaglutinina filamentosa, es capaz de inhibir la fagocitosis de la bacteria por parte de

los neutréfilos (Mobberley-Schuman et al, 2005).

A pesar de los efectos nocivos producidos por la invasion de la bacteria Bordetella
pertussis, parece que el organismo huésped de la bacteria es capaz de utilizar a su favor
los efectos citotéxicos de la ACT para activar las respuestas inflamatorias innatas y
adaptativas. La actividad formadora de poros de la ACT es capaz de activar la caspasa-1
y el inflasoma NALP3, lo cual activa la produccién de interleucina-1B (IL-1B) por parte de
las células dendriticas. Esta activacion polariza a las células T hacia la produccién de

células Thl7, células clave en las respuestas inmunes adaptativas (Dunne et al, 2010).
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1.4. Estructura, ensamblaje y permeabilizacion de la membrana

de las proteinas formadoras de poros

El correcto y eficiente ensamblaje de los complejos macromoleculares es esencial para
su funcionamiento. Los mecanismos exactos por el que estos complejos multiméricos
son formados son generalmente dificiles de entender debido a la dificultad de estudiar
estos procesos in vitro (locavache et al, 2010). Es el caso del estudio de las proteinas
formadoras de poros, con la ventaja de que generalmente pueden ser producidas
recombinantemente en forma monomérica soluble, induciendo posteriormente in vitro
su oligomerizacion en membranas celulares o artificiales, observando una alta
diversidad estructural asi como diferentes mecanismos de ensamblaje tras su

interaccion con las bicapas lipidicas (Gonzalez et al, 2008; locavache et al, 2008).
1.4.1. Clasificacion de las proteinas formadoras de poros

Las proteinas formadoras de poros se pueden dividir en dos clases estructurales grandes
en base a su estructura secundaria adoptada en la membrana: las proteinas formadoras
de poros a helicoidales (o tipo a) y las proteinas formadoras de poro de barril B (o tipo

B) (Gouaux, 1997).
1.4.1.1. Proteinas formadoras de poro de tipo a

Esta clase comprime proteinas como la colicina, el dominio de translocacidn de la toxina
diftérica y la toxina ClyA de Escherichia coli. A pesar de que la estructura en solucién ha
sido descrita para muchas de las proteinas de esta clase la Unica de la que se tiene su
estructura en forma de poro es el de la ClyA (Mueller et al, 2009). Aun asi, la ClyA no es
representativa de las proteinas de este grupo dado que la mayor parte de ellas no
forman complejos oligoméricos estables bien definidos (Anderluh et al, 2008). La falta
de estructuras estables junto con la habilidad de ciertas proteinas a para provocar
reorganizaciones lipidicas ha llevado a proponer la formacién de poros toroidales (ver

apartado 1.4.4.2) por parte de los integrantes de esta familia.

Se han propuesto dos tipos de plegamientos para las proteinas de tipo a (locavache et
al, 2010). El primero de ellos constaria de una estructura compuesta por 10 hélices

anfipdtica donde 8 de ellas formarian una horquilla helicoidal hidrofdbica central
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involucrada en la formacién del poro. El segundo de los tipos estaria compuesto por una
arquitectura central de hojas B rodeada de hélices, la cual formaria un poro tras la

insercién de una hélice anfipatica del extremo amino.
1.4.1.2. Proteinas formadoras de poro de tipo B

Las proteinas de este grupo son las que mds se ha estudiado asi como el mas amplio,
dentro del cual se encuentran las citolisinas dependientes de colesterol (CDC o del inglés
Cholesterol Dependent Cytolysins), la perforina asi como la hemolisina a de

Staphylococcus aureus.

Se ha propuesto una secuencia de eventos que llevarian a la formacién de poros en la
que la estructura soluble, rica en hojas B, esta dividida en un sandwich B superior y un
dominio en forma de aro inferior (Olson et al, 1999). Tras la insercién la regién central,
caracterizada por un patron de residuos polares y no polares alternados y plegado
contra el dominio de sandwich B de la forma soluble, ésta se abre formando una
horquilla B anfipatica. La unién de las horquillas de diferentes protdmeros genera un
barril B anfipatico transmembrana que lleva a la formacién del poro (locavache et al,

2008; Anderluh et al, 2008).
1.4.2. Interaccion de las proteinas formadoras de poros con membranas

Las proteinas formadoras de poros son producidas habitualmente como moléculas
solubles, las cuales se asocian posteriormente con la membrana diana, generalmente a
través de receptores especificos (Anderluh et al, 2008). Independientemente de su
naturaleza bioquimica, la unién a receptores aporta a las proteinas formadoras de poros
ventajas que garantizan su especificidad. En el caso de las proteinas de esta familia esos
receptores son a veces lipidos, mezclas lipidicas especificas o proteinas presentes en la
membrana. Aun asi, existen proteinas formadoras de poros que tienen mas de una diana
en la membrana celular, en la que la unidn se produce a receptores proteicos especificos
pero en los que la presencia de ciertos lipidos acelera este proceso debido a su carga
neta o a la curvatura que confieren a la membrana (Cascales et al, 2007). La ventaja mas
importante de la interaccion con ciertos lipidos es que le permite a la proteina dirigirse

a un rango amplio de células con composiciones lipidicas parecidas, mientras que la
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union a un receptor proteico las restringe a ciertos tipos celulares (Valeva et al, 1997;

Alvarez et al, 2009).

El mecanismo mas simple por el cual las proteinas formadoras de poros interactian con
la membrana de la célula diana es mediante las interacciones electrostaticas e
hidrofdbicas. Mientras que la primera de ellas asegura su atraccion a lipidos cargados,
la segunda es importante no solo para el reconocimiento de la membrana, sino también
para su insercion en la membrana (Ros et al, 2015). La diversidad de lipidos
preferenciales para las proteinas formadoras de poros es muy amplia: existen proteinas
de esta familia que interactian con la esfingomielina, como la esticolisina Il de la
anémona marina Stichodactyla helianthus (Garcia et al, 2012); en otros casos se unen al
colesterol, en el caso de la proteina NetB de Clostridium perfringes (Savva et al, 2013);
mientras que otras tienen preferencia por la cardiolipina, como es el caso de la proteina
Bax (Cosentino et al, 2014). Esta especificidad es de gran importancia tanto para las
capacidades citotoxicas de estas proteinas (Harris et al, 2010) como para promover

diferentes procesos de oligomerizacién en las membranas (Ishitsuka et al, 2007).
1.4.3. Mecanismos de insercion de las proteinas formadoras de poros

Tras la unidn a la membrana diana las proteinas formadoras de poros siguen una serie
de pasos que llevan a la formacidn del poro. El primero de ellos ocurre una vez alcanzada
la membrana, tras lo cual las proteinas formadoras de poros se insertan en la matriz

lipidica. Este proceso puede ocurrir a través de dos vias diferentes:

e Insercion concertada. Las unidades oligomerizan en la interfase de la membrana
insertandose posteriormente en la matriz lipidica. Inicialmente las unidades
proteicas se asocian entre ellas formando un anillo en la superficie de la
membrana, formando una estructura denominada pre-poro. En el proceso de la
insercién en la membrana cada dominio de interaccion con la membrana de cada
unidad sufre un cambio conformacional mediante el cual penetra la bicapa
lipidica (Gilbert et al, 2014). Este es el caso de las proteinas formadoras de poros
B asi como de algunas proteinas a como ClyA producidas por ciertas cepas de
Escherichia coli o Salmonella entérica (Mueller et al, 2009) y se aplica

habitualmente a los poros proteicos puros.
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e Insercion no concertada. En este caso, tras un cambio conformacional profundo,
las unidades se insertan en la membrana, produciéndose posteriormente los
procesos de oligomerizacién y formacién de poro. Este modelo esta asociad o
con la formacién de poros proteolipidicos y es caracteristico de arquitecturas

heterogéneas y flexibles (Cosentino et al, 2016).

water-soluble B
monomer membrane-inserted || water-soluble
- v -
—— monomer
. /membrane-bound
monomer orae®, .4 lower units pore
- o, membrane-inserted b o
$00s N oligomers -
pre-pore pore

Figura 1.9: Mecanismos de insercidon de las proteinas formadoras de poros. En la imagen se
representan los dos tipos de insercién de las proteinas en la membrana: insercidon concertada
(A) e insercidén no concertada (B). Imagen tomada de Cosentino y cols. (2016).

En ambos casos, los procesos de formacion de poros en la membrana diana implica la
remodelacién de la bicapa lipidica, perturbando la matriz lipidica preexistente con el
objetivo de abrir un canal lleno de agua que la atraviese de lado a lado. Hoy en dia esta
generalmente aceptado que en este mecanismo los lipidos son un componente
fundamental y que la membrana no se reestructura de forma pasiva (Gilbert, 2016). Esta
interaccidn de las proteinas formadoras de poros con la membrana tiene una serie de

efectos en la bicapa lipidica:

e Remodelacion de los dominios lipidicos. La insercion de proteinas formadoras de
poros en la membrana afecta normalmente en cierto grado a la organizacién de
los lipidos. Estas proteinas son capaces de promover la formacién de dominios
interactuando preferencialmente con los componentes lipidicos, siendo
secuestrados en estas regiones o siendo excluidos de estos (Ros et al, 2015).

e Reduccion de la tension de linea en los limites de las fases lipidicas. Los dominios
lipidicos ordenados normalmente presentan una morfologia circular que

indicaria la existencia de una tensidon entre las diferentes fases debido a la
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existencia de diferentes grosores entre ellas, llevando a una inclinacion lipidica y
un estrés de curvatura en estos limites. Al afiadir ciertas proteinas formadoras
de poros se observa un cambio morfoldgico en los dominios lipidicos liquido
ordenados aumentando éstos de tamafio, volviéndose mas irregulares y
reduciendo la diferencia de grosor entre las dos fases, en linea con una reduccion
en la tension en el limite de fases (Garcia-Sdez et al, 2011). Asi mismo los lipidos
en estas interfases parecer estar intrinsecamente desordenados, lo cual ofrece
una menor resistencia hacia la unién y la formacion de poros (Barlic et al, 2004).
Induccion de curvatura de membrana. La formacion de poros también pueden
ser adicionalmente modulados por la curvatura. Mediante experimentos de
resonancia magnética nuclear (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) se ha
determinado que habitualmente la mayor parte de los lipidos que forman las
membranas bioldgicas (como la fosfatidilcolina o la esfingomielina) tienden a
formar dos monocapas enfrentadas una a la otra. Aun asi, existen lipidos (como
la fosfatidiletanolamina) que producen fases no-lamelares o hexagonales
invertidas. Esta tendencia depende de la curvatura intrinseca de la monocapa, la
cual esta determinada por el ratio de tamafio entre la cabeza polar y las regiones
de los grupos acilos (Epand et al, 2015). La presencia de lipidos con curvatura
negativa tiene una mayor influenciar en poros muy pequenos, mientras que las
curvaturas positivas incrementan el radio del poro y tienen un mayor efecto en
poros grandes, estabilizando en ambos casos la estructura de los poros (Haney

etal, 2010).

Aun asi, no solo la bicapa lipidica sufre un reordenamiento, sino que las proteinas

formadoras de poros también pasan por una reorganizacidon dramatica para conseguir

la formacién de la estructura final, entre los cuales se pueden destacar los siguientes

Procesos:

Cambios conformacionales en la estructura de la proteina. La unidon a membranas
ocasionalmente lleva a cambios conformacionales significantes, los cuales
provocan desapariciones completas o pérdidas parciales de la estructura

terciaria de las proteinas formadoras de poros. Estos cambios tienen un alto
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coste energético, ya que suponen primero un proceso de deshidratacion de la
proteina seguido de la transferencia a un entorno no polar como es la bicapa
lipidica, proceso que conlleva cambios conformacionales importantes en la
estructura proteica (Fradin et al, 2009).

Promocion de los procesos de oligomerizacion. La unidn a regiones especificas de
la membrana puede tener beneficios adicionales para la proteina, como es el
caso de un incremento en la concentracion de proteina en zonas concretas de la
membrana, haciendo a la proteina competente para la oligomerizacion (Lafont
et al, 2004). A pesar de que las diferentes proteinas formadoras de poros poseen
estructuras diversas en solucion, en forma de poro dentro de la membrana
poseen una organizacién altamente conservada y comun, normalmente en

forma de giros a o B.

1.4.4. Procesos de oligomerizacion de las proteinas formadoras de poros

A pesar de los diferentes tipos de insercion en la membrana de las diferentes proteinas

formadoras de poros, las proteinas de esta familia pueden seguir dos vias alternativas

para su ensamblaje (Cosentino et al, 2016) (Figura 1.10):

Modelo secuencial. Es el mecanismo propuesto para la mayor parte de las
proteinas de tipo a, a pesar de que este modelo no ha sido esclarecido aun para
la mayoria de ellas. En este caso los bloques de construccién de la estructura
final tienen una estequiometria fija y definida, pudiendo ser estos mondmeros,
dimeros o protdmeros de mayor orden.

Modelo no secuencial. A diferencia del modelo secuencial en este caso la adicién
de unidades para la formacién del oligdmero posee una estequiometria
aleatoria. En este caso el ensamblaje sigue un mecanismo cinético iniciado con
la formacién de oligdmeros de un tamano determinado al que se le asocia otros
aleatoriamente. Este modelo ha sido propuesto recientemente como

mecanismo de ensamblaje para la ClyA (Benke et al, 2015).

Las proteinas formadoras de poros se caracterizan principalmente por la creacion de

canales llenos de agua en las membranas con las que interaccionan. Diversos estudios

estructurales indican que estos canales pueden formarse de dos modos diferentes
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dependiendo de la interaccidn creada entre la proteina y la matriz lipidica: por una parte
se puede crear una interfase proteica continua entre el nucleo de la bicapa y el canal
(poros proteicos) o por otra parte las proteinas son capaces de curvar la membrana

dirigiéndola hacia una forma toroidal (poros toroidales) (Figura 1.11) (Fradin et al, 2009).

Poros proteicos Poros toroidales

Vista
lateral

Vista desde
arriba

Figura 1.11: Esquema de la estructura de los diferentes tipos de poros de membrana. Cada
cilindro representa un dominio formador de poros de una proteina individual. Imagen adaptada
de Fradin y cols. (2009).

1.4.4.1. Poros proteicos

Los poros clasificados en esta categoria estan formados por un anillo de dominios
formadores de poros, los cuales no tienen por qué ser necesariamente hélices a, que
forman un canal en la membrana. Esta configuracién proteica se encuentra
perpendicular respecto al plano de la bicapa lipidica. Estos poros se caracterizan por una
estructura proteica bien definida en la que los lipidos se encuentran excluidos. Debido
a que los dominios formadores de poros estan en contacto directo entre ellos, estas
estructuras son estables, con una vida media larga, estequiometrias y didmetros bien

definidos y con una alta cooperatividad (Fradin et a/, 2009).

52



Historicamente los poros de este tipo se han clasificado en dos grupos: el grupo a vy el
grupo B (locavache et al, 2010). Mientras que los poros del primer tipo estan definidos
por barriles de hélices a formadas a partir de subunidades oligomerizadoras, en el caso
de los poros del segundo tipo cada subunidad provee una o dos laminas B de su

estructura para generar un barril  colectivo (Figura 1.12).

Figura 1.12. Clasificacidon de poros proteicos. En la imagen superior se representan los poros
proteicos de tipo a (A) y los poros proteicos de tipo B (B), tanto su vista lateral (arriba) como
desde arriba (abajo). Imagen modificada de Gilbert y cols. (2014).

Los dominios transmembrana de las proteinas que forman los poros suelen tener una
superficie grande hidrofilica que contiene principalmente residuos polares, segmento
que se encuentra encarado hacia el interior del canal. Por otra parte, habra una
superficie pequena hidrofdbica con aminoacidos neutrales con cadenas alifaticas estara
enfrentada a la bicapa lipidica. Por ultimo en las dos extremidades del dominio formador

de poros se estableceran una serie de residuos polares debido a su afinidad a los grupos
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fosfato de los fosfolipidos, asi como residuos polares y aromaticos con preferencia a las

interfases entre el medio polar y apolar (Killian et al, 2000).
1.4.4.2. Poros toroidales

A veces la formacion de estructuras no-lamelares en la membrana involucran la
formacién de poros, denominados poros lipidicos toroidales. Este modelo implica la
curvatura positiva de una monocapa lipidica plana formando una estructura
denominada medio torus. En esta configuracién, la membrana adopta tanto una
curvatura positiva en paralelo al eje del poro y una curvatura negativa perpendicular a

ese mismo eje (Lins et al, 2008).

Los poros toroidales se pueden clasificar en tres tipos diferentes (Gilbert et al, 2014)

(Figura 1.13):

e Poros toroidales lipidicos. En este tipo de poros Unicamente parte los lipidos de
la bicapa lipidica, cuyas cabezas polares se posicionarian de tal forma que curvan
la membrana positivamente. Debido a que las cabezas polares estdn expuestas
al lumen del poro éstas contribuyen a las propiedades del poro, como por
ejemplo la selectividad (Anderluh et al, 2003) o el movimiento transmembrana
de los lipidos entre las monocapas (Valcarcel et al, 2001). Dentro de este grupo
estarian los poros formados durante la electroporacién o durante la deformacién
de la membrana (Teissie et al, 2005).

e Poro toroidal proteolipidico de tipo matriz. Este tipo de poros estan formados
por una estructura de cadenas polipeptidicas y lipidos intercalados entre ellos
(Manchefio et al, 2003). Las actinoporinas de las anémonas presentan este tipo
de estructura toroidal (Rojko et al, 2016).

e Poro toroidal proteolipidico de tipo arco. El poro esta formado por una estructura
proteica complementado por una disposicién toroidal de los lipidos a uno de sus
lados (Metkar et al, 2015). Las proteinas de la familia MACPF/CDC (Sonnen et al,
2014) y aparentemente Bax (Xu et al, 2013) y péptidos como la protegrina-1
(Prieto et al, 2014) y AB1-41, el cual esta involucrado en la enfermedad del

Alzheimer (Jang et al, 2013) presentan estructuras de este tipo.
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Figura 1.13: Clasificacidn de poros toroidales. En la imagen se representan los poros toroidales
lipidicos (A), poros toroidales proteolipidicos de tipo matriz (B) y poros toroidales proteolipidicos
de tipo arco (C). Imagen modificada de Gilbert y cols. (2014).

En el caso de ambos tipos de poros toroidales proteolipidicos los dominios formadores
de poros no estan necesariamente en contacto entre ellos, sino mas bien separados por
lipidos. Debido a que la proteina esta en contacto con las cabezas polares de los
fosfolipidos en toda su longitud la proteina suele tener una carga, en la que la mayor
parte de los residuos son interfaciales. La estequiometria de estos poros suele ser menos
estable y su aparicion suele ser facilitada por la presencia de lipidos que promueven la
curvatura de la membrana asi como la transferencia de lipidos de una monocapa a otra
(proceso denominado como flip-flop), por lo que ambas caracteristicas son evidencias
indirectas de la formacion de este tipo de poros (Matsuzaki et al, 1996). Asi mismo, la
participacién de los lipidos como elemento estructural del poro se traduce en una

distribucién amplia de la conductancia de canal Unico (Antonini et al, 2014).
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1.4.5. Permeabilizacion de membranas

La permeabilizacién incontrolada de la membrana por las proteinas formadoras de
poros puede tener consecuencias dramaticas en las células diana debido a que puede
provocar la alteracién de la homeostasis idnica que puede llevar a la perturbacion de los
gradientes electroquimicos y la consecuente muerte celular. Por esta razén es
importante la compresién de los mecanismos moleculares involucrados en estos

procesos (Apellaniz et al, 2010).

Mediante observaciones estructurales y cinéticas en vesiculas con contenidos
encapsulados se han propuesto dos modelos en los que esta permeabilizacién puede
ocurrir (Figura 1.13): una primera situacion en la que la liberacién de contenidos ocurre
de un modo gradual (mecanismo gradual) y un segundo escenario de dos poblaciones
de vesiculas en los que una fraccidn de vesiculas pierde todo su contenido y otra que no

pierde nada (mecanismo all-or-none) (Wimley et al, 1994).
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All-or-none

Figura 1.13: Modelos de los mecanismos de liberacién all-or-none y gradual. Ambos modelos
presentan cuatro estados diferentes: la proteina en solucién (A), la proteina unida a la
membrana de la vesicula con contenidos fluorescentes encapsulados (B), la proteina en estado
poro (C) y la proteina unida a las vesiculas vacias (en el mecanismo all-or-none) o inactivas (en
el mecanismo gradual) (D). Imagen tomada de Almeiday cols. (2012).

1.4.4.1. Mecanismo de permeabilizacién all-or-none

Este mecanismo se caracteriza por una fuerte cooperacion para la permeabilizacion de
la membrana, asi como un tiempo de vida o tamafio de poro lo suficientemente grande
para asegurar el equilibrio de los contenidos de la vesicula con el medio externo

(Apellaniz et al, 2010).
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El modelo mas simple de este mecanismo de permeabilizacion se ha observado en
péptidos cuya union a las membranas es irreversible, necesitando nimero pequefio de
unidades por vesicula para la formacién de un poro estable en el tiempo, los cuales son
capaces de liberar todos los contenidos en un determinado lapso de tiempo (Almeida et
al, 2012). Aun asi, a pesar de que la liberacion de contenidos fluorescentes puede ocurrir
en cuestion de segundos, no es necesario que este proceso sea tan rapido. En algunos
casos el estado poroso de la vesicula puede ser transitorio, pero con un tiempo de vida
lo suficientemente largo como para liberar todos los contenidos de la vesicula, creando
una poblacidn de vesiculas vacias que se incrementa en el tiempo. En cualquier caso,
este mecanismo es consecuencia de la entrada de toda la vesicula en un estado poroso,
el cual suele estar combinado con un flujo rapido de contenidos a través del poro

(Gregory et al, 2008).
1.4.4.2. Mecanismo de permeabilizacién gradual

El mecanismo de permeabilizacidn gradual se basa en la liberacién parcial de contenidos
de una vesicula, en los que la permeabilizacion completa no es sencilla de conseguir a
pesar de que se afladan grandes cantidades de péptido a las vesiculas. Aun asi, existen
casos de comportamientos de este tipo que llevan a la permeabilizacién completa de la

vesicula (Pokorny et al, 2004).

Hoy en dia no se conoce el mecanismo molecular exacto por el que ocurre este proceso,
aungue se han propuesto varias hipdtesis. Una de ellas propone la presencia de
alteraciones transitorias de la permeabilizacion de la membrana asociada al
reordenamiento de los lipidos y polipéptidos ocurridos durante la inserciéon de las
proteinas formadoras de poros en la membrana (Almeida et al, 2009). Otra de las
hipdtesis sugiere la formacién de poros temporal debido al incremento en la tension de
la membrana tras la unién asimétrica de los péptidos a la bicapa lipidica (Gregory et al,

2009).

En todo caso la perturbacién de la membrana, la cual actia como catalizador del flujo
de contenidos, se produce tras la insercion y translocacién transitoria de los péptidos en
la membrana, donde la permeabilizacién depende del grado de perturbacién de la

membrana y de la distribucion del péptido a lo largo de la membrana (Yandek et al,
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2009). La translocacion del péptido vy el flujo ocurren simultdneamente hasta que la
poblacion de péptido se equilibra en toda la membrana. Cuando se llega al equilibrio la
membrana se restaura y el flujo se ralentiza o se para completamente, impidiendo la

permeabilizacion completa de la vesicula (Matsuzaki et al, 1995).
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Objetivos

La citotoxicidad causada por la toxina adenilato ciclasa es consecuencia de la
combinaciéon entre la translocacion del dominio catalitico, proceso que lleva a la
conversion del ATP intracelular en cAMP a niveles suprafisiolégicos, y la formacién de
poros permeables por parte de su dominio RTX. En esta tesis doctoral se han analizado
aspectos hoy en dia desconocidos de ambos procesos, planteando concretamente los

siguientes objetivos:

e Esclarecer el proceso a través del cual el dominio catalitico se transloca a través
de la membrana plasmatica de las células diana.

e Estudiar los procesos de insercion, oligomerizacién, estructura y mecanismos de
permeabilizacién tanto en membranas modelo, analizando posibles cambios
dependiendo de la composicién lipidica y la concentracién de toxina, asi como

en células eucariotas.

60



Capitulo 2

Materiales y
meétodos



2.1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.1.1. Mutagénesis de sitio dirigido por PCR

Los mutantes puntuales ACT-S606A y ACT-D1079A fueron generados por la empresa
Innoprot (Parque Tecnoldgico de Zamudio, Espaia). Para obtener ambos mutantes se
utilizé el kit QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies,
CA, EEUU), utilizando para ello los primers descritos en la tabla 2.1 y siguiendo el

protocolo proporcionado por el fabricante.

Tabla 2.1: Oligonucleétidos utilizados para la generacién de los mutantes S606A y D1079A de
la toxina adenilato ciclasa de Bordetella pertussis.

Mutante Sentido Oligonucleétido
S606A Forward 5 GTGGCCGGGGCGGCGGCCGGGGCGG 3’
Reverse 5’ CCGCCCCGGCCGCCGCCCCGGCCAC 3
D1079A Forward 5’ GCAACCAGCTCGCTGGCGGCGCGGG 3’
Reverse 5’ CCCGCGCCGCCAGCGAGCTGGTTGC 3’

2.1.2. Cultivo de bacterias

El cultivo de bacterias se efectué en medio LB (Luria-Bertani) (Scharlab, Espaia), tanto
para cultivos liquidos como sélidos. Este medio estd compuesto por 10 g de triptona, 5
g de extracto de levaduray 5 g de NaCl por litro a un pH 7, afadiendo agar (VWR, Espaia)

al 1,5% (p/v) para el cultivo en medio sélido.

En esta tesis se utilizaron distintas cepas de la bacteria Escherichia coli, cuyas

caracteristicas se resumen en la tabla 2.2.
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Tabla 2.2: Caracteristicas de las cepas bacterianas utilizadas en esta tesis.

Cep.a Plasmido Medio de.cultlvo Observaciones
bacteriana selectivo
Medio LB + tetraciclina
(10 pg/ml)
Plasmido cedido amablemente por el Dr. Peter Sebo
pT7CACT1 (Instituto de Microbiologia, Academia de la Ciencia
de la Republica Checa)
E. coli Medio LB + tetraciclina Plasmido cedido amablemente por la Dr.
XL1-Blue | pCyaAC-PF (10 pg/ml) + ampicilina Powthongchin (Instituto de Biologia Molecular y
00 pg/mi) Genética, Universidad de Mahidol, Tailandia)
pT7CACT1- (100 ug Plasmido construido por la empresa Innoprot
T1816G (Espafia)
pT7CACT1- Plasmido construido por la empresa Innoprot
A3236C (Espaia)
- Medio LB
E. coli . . Plasmido cedido amablemente por el Dr. Alvaro
Medio LB + ampicilina ) ) e .
BL21(DE3) | pET-rCaM (100 pg/ml) Villarroel (Instituto de Biofisika, Centro Mixto CSIC-
UPV/EHU, Espaiia)

2.1.3. Transformacion de bacterias

La transformacidn bacteriana consiste en la adquisicién de DNA exdgeno por parte de
las células. EI DNA puede ser tanto un pldsmido que contiene una secuencia de
replicacion auténoma para su propagacién, como una porciéon de DNA lineal para ser
integrado en el genoma. El DNA exdgeno habitualmente suele contener un marcador
gue permite la seleccién de células transformadas satisfactoriamente mediante su

crecimiento en medio selectivo (Bergkessel et al, 2013).

Entre los diferentes métodos de transformacién bacteriana se encuentran los dos
métodos artificiales mas utilizados, la quimiotransformacién y la electroporacién, asi
como otras técnicas menos extendidas como la transformaciéon por protoplastos y
esferoplastos, la técnica de congelacion y descongelacién, sonicacién celular,
transferencia de DNA mediada por liposomas, transformacién mediada por quitosano,
transformacion biobalistica y transformacidn tribos. Todas estas metodologias constan

de tres fases comunes: (1) la fase de preparacion, en la cual la bacteria se hace receptiva

hacia el DNA exégeno (es decir, hacerla competente), normalmente mediante la
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modificacion de la membrana celular y la debilitacién de la pared celular para hacerlas
mas permeables hacia las macromoléculas; (2) la fase de choque, en la que la célula, en
presencia de DNA, es sometida a un choque no letal (normalmente mediante un choque
térmico, aplicando un alto voltaje o mediante choque sénico) que transitoriamente abre
la membrana o pared celular y permite la permeabilizacion del DNA hacia el interior; y
(3) la fase de recuperacioén, en la que la bacteria es incubada en un medio rico en

nutrientes para que ésta restaure su membrana o pared celular (Aune et al, 2010).

En esta tesis se ha utilizado la transformacidn quimica como método para la adquisicién
de DNA por parte de las bacterias. Este método utiliza la presencia de cationes
divalentes durante el protocolo, debido a que la carga positiva de los cationes ayuda a
condensar el DNA desnudo protegiendo la carga negativa de los grupos fosfatos,
consiguiendo en el proceso paquetes de DNA mds pequenos para su absorcién celular.
Asi mismo los cationes también pueden anular las fuerzas electrostaticas repulsivas
presentes entre el DNA y la membrana externa, facilitando de ese modo el contacto

entre el DNA y la membrana (Weston et al, 1981).

Aunque la adsorciéon completa del DNA a la superficie celular ocurre a 0°C, la
transferencia eficiente de éste a través de la membrana solo tiene lugar durante el
choque térmico, momento en el cual la viabilidad celular desciende drasticamente
debido al dafio extenso provocado en la membrana. La relacidén entre el dafio producido
en las bacterias y la capacidad de incorporar el DNA exdgeno revela una dependencia
de las células hacia la concentracién de cationes divalentes presentes en el proceso, la
duracion del choque térmico, el tiempo de incubacidn con los cationes a 0°Cy la fase de
crecimiento de las células, siendo las bacterias que se encuentran creciendo
exponencialmente las mas vulnerables hacia el dafio y la transferencia de material

genético (Sabelnikov, 1994).

El protocolo de transformacién quimica utilizado en esta tesis comienza con el
crecimiento de bacterias E. coli en el correspondiente medio selectivo o/n a 37°C con
una agitacion de 200 rpm en un incubador Certomat BS-1 (Sartorius Stedim Biotech,
Irlanda) para que las bacterias se saturen. Al dia siguiente los medios saturados se
diluyeron 30 veces en medio selectivo hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0,5 a 600

nm, momento en el que se recogieron alicuotas de 2 ml de bacterias, las cuales se
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centrifugaron durante 10 minutos a 4500 xg a temperatura ambiente. Se desechd el
sobrenadante resuspendiendo posteriormente el pellet en 1 ml de 100 mM CaCls; frio,
manteniendo la suspensién durante 30 minutos en hielo. Terminada la incubacién se
centrifugaron de nuevo las bacterias a 4500 xg durante 10 minutos a 4°C. Tras la
centrifugacién se retiraron 950 pl de sobrenadante, resuspendiendo en el volumen
restante las bacterias, obteniendo finalmente bacterias quimiocompetentes,

terminando de este modo la fase de preparacion.

Para la fase de choque se afadieron a las células competentes 2 pg del plasmido
correspondiente, mezclando la suspensidn de bacterias e incubando la mezcla durante
15 minutos a 4°C. Posteriormente se sometié la mezcla a un choque térmico incubando
las bacterias durante un minuto y medio a 42°C. Para proseguir hacia la fase de
recuperacién se anadieron 500 pl de medio LB, incubando las bacterias durante 45
minutos a 37°C a 500 rpm en un Thermomixer comfort (Eppendorf, Alemania). Tras la
incubacidén se centrifugaron las bacterias a 4500 xg durante 10 minutos a temperatura
ambiente, eliminando a continuacidon 400 ul del sobrenadante, resuspendiendo las
bacterias en los 100 pl restante y sembrandolas en placas Petri con medio de cultivo
selectivo sélido, incubandolas ON a 37°C. Para finalizar se picé una de las colonias
bacterianas, incubandola en medio LB con medio de cultivo selectivo liquido ON a 37°C
a 200 rpm en un incubador Certomat BS-1 (Sartorius Stedim Biotech, Irlanda) hasta su
saturacion, bacterias que se crecieron para su utilizacion inmediata o para su almacenaje

a -80°C anadiendo glicerol hasta un concentracion final del 40% (v/v).

2.2. PURIFICACION, ANALISIS Y ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE
PROTEINAS

2.2.1. Expresion y purificacion de proteinas

2.2.1.1. Expresion y purificacion de ACT recombinante (r-Ec-ACT) y los mutantes PF,

S606A y D1079A

Para la purificacién de las diferentes toxinas se siguid el protocolo descrito por Karst y

cols. (2014).
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Se crecieron las bacterias transformadas en medio LB con ampicilina y tetraciclina a una
concentraciéon final de 100 pg/ml ON a 37°C con una agitacién de 200 rpm en un
incubador Certomat BS-1 (Sartorius Stedim Biotech, Irlanda) hasta su saturaciéon. Una
vez saturados los medios se diluyeron 30 veces en medio LB con la misma concentracion
de ampicilina hasta alcanzar una densidad dptica entre 0,6 y 0,8 a 600 nm, momento en
que se indujo la expresion de la toxina afiadiendo isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG, Apollo Scientific, Reino Unido) a una concentracién final de 1 mM, manteniendo

posteriormente los cultivos a 37°C a 175 rpm en el mismo incubador durante 4 horas.

Tras la induccidn se centrifugaron los cultivos bacterianos a 8000 xg durante 15 minutos
a 4°C en el rotor JLA 9.1000 (Beckman Coulter, CA, EEUU), resuspendiendo el pellet en
tampoén TN (50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8). A continuacién se aifadié PMSF a una
concentracion final de 1 mM y un coctel de inhibidores de proteasas (cOmplete, EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Suiza), tras lo cual se procedid a la
sonicacidn de las bacterias en un sonicador Soniprep 150 (Q Instrument Services Ltd,
Irlanda) sometiendo las bacterias por duplicado a 10 ciclos de 30 segundos “ON” y 20

segundos “OFF” a 12 micras de amplitud.

A continuacidn se sometid el sonicado a dos centrifugaciones consecutivas utilizando el

rotor JA-20 (Beckman Coulter, CA, EEUU):

e Primero se realizd un centrifugacion a 26000 xg durante 15 minutos a 4°C, tras
lo cual se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet nuevamente en
tampdn TN.

e Una centrifugaciéon a 18000 xg durante 18 minutos a 4°C con el objetivo de
eliminar las proteinas solubles.

Tras las centrifugaciones se desechd nuevamente el sobrenadante y se resuspendieron
las bacterias en tampdn TNU (50 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 8 M Urea, pH 8) para disolver
los cuerpos de inclusién, dejando posteriormente el solubilizado a 4°C en agitacién o/n.
Al dia siguiente se centrifugd a 23000 xg en el mismo rotor durante 30 minutos a 4°C,
eliminando el pellet y recogiendo el sobrenadante, el cual se llevd a una concentracion

final de 150 mM NaCl afiadiendo volumen de una disolucion de 2 M NacCl.
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La muestra se cargd a continuacién en una columna de intercambio idnico, mezclando
el sobrenadante con la resina Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, IL, EEUU) la cual
habia sido previamente equilibrada primero con una solucién de 1 M Tris-HCI pH 8,
posteriormente con 50 mM Tris a pH 8 y por ultimo con buffer de equilibrado A (150
mM NacCl, 50 mM, 8 M Urea, pH 8), dejando la mezcla en agitacion durante una hora a
temperatura ambiente. Terminado el tiempo de incubacién la resina se empaquetd con
la proteina y se lavé con buffer de equilibrado A, tras lo cual la proteina se eluyd con
tampon de eluciéon B (500 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 8 M Urea, pH 8), recogiendo
fracciones de 2 ml de proteina. Estas fracciones se cargaron en un gel desnaturalizante
SDS-PAGE (apartado 2.2.2.1), determinando en cuales se encuentra la toxina por medio
de una tincidn de Coomassie (apartado 2.2.2.4.1), juntando las fracciones con proteina
y diluyéndolas con un buffer con 50 mM Tris-HCl y 8 M urea hasta obtener una
concentracion final de 150 mM NaCl. La proteina se cargd a continuaciéon en una
columna con resina Q Sepharose Fast Flow la cual habia sido previamente equilibrada
primero con 1 M Tris-HCl pH 8, seguido por 50 mM Tris-HCI pH 8 y por ultimo con buffer
de equilibrado A. Una vez cargada la proteina se lavd nuevamente con buffer de
equilibrado A, eluyendo posteriormente con tampoén de elucién B, recogiendo
fracciones de 2 ml que se analizaron mediante SDS-PAGE (apartado 2.2.2.1) y una
tincion de Coomassie del gel (apartado 2.2.2.4.1) para determinar en cuales se

encuentra la proteina de interés.

Las fracciones con mayor cantidad de toxina se agruparon, se diluyeron 5 veces en buffer
A (1 M NaCl, 50 mM Tris-HCIl, pH 8) y se cargaron en una columna hidrofébica
preempaquetada HiLoad 16/10 Phenyl Sepharose High Performance (GE Healthcare, IL,
EEUU), cuya resina habia sido previamente equilibrada con el mismo buffer. Una vez
cargada la toxina, se lavé con buffer A, seguido con 50 mM Tris-HCl a pH 8 en agua MQ,
posteriormente con una mezcla de 50% (v/v) de isopropanol en agua MQ y por ultimo
con 50 mM Tris-HCl a pH 8. Para terminar se eluyd la proteina con buffer B (50 mM Tris-
HCI, 8 M urea, 2 mM EDTA, pH 8 en agua MQ) recogiendo fracciones de 1,5 ml y
analizdndolas nuevamente por SDS-PAGE (apartado 2.2.2.1) y tincién de Coomassie
(apartado 2.2.2.4.1), alicuotando las mas concentradas y calculando la concentracién

de proteina purificada por el método de Bradford (apartado 2.2.4).
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2.2.1.2. Expresion y purificacion de calmodulina recombinante (rCaM)

Para la expresién y purificacion de calmodulina se siguié el protocolo descrito por

Hayashi y cols. (1998).

La transformacién de bacterias E. coli de la cepa BL21 (DE3) con el pldsmido pET-rCaM
se realizé mediante el método de transformacién bacteriana por CaCl, las cuales se
crecieron en medio LB con ampicilina a una concentracion de 100 pg/ml o/n a 37°C a
200 rpm en un incubador Certomat BS-1 (Sartorius Stedim Biotech, Irlanda) hasta
alcanzar la saturacion. Posteriormente los cultivos se diluyeron 50 veces en medio fresco
con ampicilina y se crecieron en las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad
Optica entre 1y 1,2 a 595 nm, momento en el que se indujo la expresion de calmodulina
anadiendo IPTG a una concentracion final de 0,4 mM, manteniendo a continuacién los
cultivos con una agitacion constante de 175 rpm en el mismo incubador a 37°C durante
6 horas. Tras la incubacidn, las bacterias se centrifugaron a 8000 xg durante 15 minutos
a 4°C, desechando el sobrenadante y resuspendiendo las bacterias en tampdn LysB (50
mM Tris, 2 mM EDTA, pH 7,5) suplementado con 0,2 mM de PMSF. A continuacién las
bacterias se lisaron mediante sonicacién en un sonicador Soniprep 150 (3 ciclos de
intervalos 20 segundos “ON” y 10 segundos “OFF” a 10 micras de amplitud) seguido de

3 ciclos de congelacidn/descongelacién en nitrégeno liquido.

El lisado se centrifugd a 11500 xg durante 15 minutos a 4°Cy se recogi6 el sobrenadante,
el cual se calenté durante 5 minutos a 95°C con el objetivo de agregar, desnaturalizar y
precipitar gran parte de las proteinas excepto la calmodulina, dado que ésta es
resistente a la desnaturalizacidn térmica. Se centrifugd nuevamente el preparado en las
mismas condiciones, el sobrenadante se recogié y se suplemento con CaCl; hasta una

concentracion final de 5 mM con el objetivo de plegar de nuevo la calmodulina.

Este sobrenadante se inyectéd en una columna con la resina Phenyl Spharose High
Performance (GE Healthcare, IL, EEUU) equilibrada con 10 voliumenes de resina de
tampoén CQB (50 mM Tris, 5 mM CaCl,, 0,1 M NaCl, pH 7,5). Tras la inyeccién del
sobrenadante se realizaron una serie de lavados consistentes en 10 volumenes de
tampén CWB (50 mM Tris, 0,1 mM CaCl;, 0,1 M NaCl, pH 7,5) seguido de otros 10
voliumenes de buffer CHSWS (50 mM Tris, 0,1 mM CaCl2, 0,5 M NaCl, pH 7,5). Para
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terminar se recogieron fracciones de 1,5 ml eluyendo la calmodulina con tampdn CEB
(50 mM Tris, 1 mM EGTA, pH 7,5), las cuales se analizaron por SDS-PAGE (apartado
2.2.2.1) y tincién de Coomassie (apartado 2.2.2.4.1), alicuotando las mas concentradas

tras haber determinado su concentracion por el método de Bradford (apartado 2.2.4).
2.2.2. Electroforesis de proteinas

2.2.2.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

La electroforesis en gel de poliacrilamida (Polyacrylamide Gel Electrophoresis, PAGE) es
la técnica mas extendida para la separacion y caracterizacién de proteinas desde la
década de 1970. La matriz de poliacrilamida se forma mediante la copolimerizacion de
acrilamida y un agente entrecruzador bifuncional o crosslinker, siendo entre todos los
posibles la bisacrilamida (N,N’-metilenbisacrilamida) el mas utilizado. Esta reaccién es
catalizada en presencia de tetrametiletilendiamina (N,N,N' N'-tetrametiletano-1,2-
diamina, TEMED) y persulfato de amonio (PSA). Una de las mayores ventajas de este
proceso de polimerizacidn es que el tamafio del poro puede variar alterando los ratios
entre la acrilamida y el crosslinker, permitiendo de este modo la separacién de un amplio
rango de masas moleculares. Generalmente el tamafio del poro es uno de los factores
junto con el campo eléctrico, el tamafio, la forma y la carga superficial de las proteinas
gue determinan la distancia a la que la proteina migra a través de la matriz porosa.
Adicionalmente, el uso del detergente anidnico dodecilsulfato sddico (sodium dodecyl!
sulfate, SDS) incrementa la resolucién de la separacién de las proteinas minimizando los
efectos de las diferencias de carga eléctrica y garantizando que todas las proteinas de
una muestra migren como aniones. Ademas, el SDS ayuda en la desnaturalizacion y el
despliegue de las proteinas eliminando las diferencias en sus estructuras secundaria y

terciaria (Srinivas, 2012).

En esta tesis se ha utilizado el protocolo descrito por Laemmli (1970) para la separacion
de proteinas. Los geles estan compuestos por dos zonas: una region concentradora o
stacking y una regién separadora o resolving. La mezcla para el stacking consiste del
porcentaje de acrilamida determinado de una mezcla acrilamida/bisacrilamida (en
proporcion 30:0,8) junto con 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 10% SDS (p/v), 0,1% PSA (v/v) y

0,15% TEMED (v/v). En el caso del resolving se prepard una mezcla con el porcentaje de
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acrilamida deseado con 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,1% SDS (p/v), 0,04% PSA (p/v) y 0,15%
TEMED (v/v). Las muestras se desnaturalizaron afladiendo tampdn de carga (50 mM Tris-
HCI, 5% v/v glicerol, 4% p/v SDS, 0,02% p/v azul de bromofenol, 10 mM DTT, pH 6,8) y
para la estimacién del tamafio molecular se utilizé una mezcla de marcadores de peso

molecular (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Bio-Rad, CA, EEUU).

Una vez terminada la electroforesis los geles se someten a una transferencia semiseca a
membrana de nitrocelulosa (apartado 2.9.1.1), una tincion de Coomassie (apartado
2.2.2.4.1) o una tincién de plata (apartado 2.2.2.4.2), dependiendo del experimento a

realizar.
2.2.2.2. Electroforesis en geles nativos

La electroforesis Blue-Native (Blue-native electrophoresis, BN-PAGE), la electroforesis
nativa simple (Clear-native electrophoresis, CN-PAGE) y la electroforesis nativa simple
de alta resolucion (high resolution CN-PAGE, hrCN-PAGE) son técnicas electroforéticas a
microescala que se utilizan para la separacidn de proteinas nativas y complejos
proteicos. Aunque histdricamente se ha utilizado ampliamente la técnica de BN-PAGE
para muchas investigaciones bioldgicas, bioquimicas y clinicas, desde un punto de vista
practico las tres técnicas difieren esencialmente en los tampones catodos utilizados
durante el proceso, dado que los tres sistemas de electroforesis utilizan habitualmente
geles en gradiente de acrilamida para la separacion de proteinas. En cambio, la
migracion electroforética de las proteinas y los principios de separacion difieren
bastante entre los tres sistemas, los cuales se correlacionan con la carga intrinseca o

impuesta de las proteinas (Wittig et al, 2008).

La técnica de BN-PAGE fue inicialmente desarrollada para aislar complejos proteicos de
membrana de mitocondrias purificadas. En el proceso se identificaron cuatro sustancias
quimicas importantes para su correcto funcionamiento: (1) detergentes neutros suaves
para la solubilizacion de membranas, (2) el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250
para imponer una carga negativa a la superficie de las proteinas, (3) 2-[bis(2-hydroxy-
ethyl)amino]-2-hydroxymethyl)-1,3-propanediol (Bis-Tris) o tampones con imidazol para

estabilizar el gel nativo en un pH 7.0-7.5, y (4) el acido 6-aminohexanoico, un
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componente zwitteridnico para mejorar la solubilizacion de la membrana por parte de

los detergentes neutros (Schagger et al, 1991).

En el caso de CN-PAGE, se utilizan los mismos tampones que en BN-PAGE pero a las
muestras no se les aflade ningln colorante, por tanto es una técnica sin cambio de carga
y la separacion o migracidon dependerd de la carga intrinseca de la proteina, admitiendo
las ventajas y limitaciones que ello conlleva. Debido a ello el CN-PAGE esta limitado a
proteinas dacidas, las cuales migraran al anodo, mientras que las proteinas con un pI>7
migran hacia el catodo y se pierden. Por otro lado se trata de la técnica mas suave para

separar estructuras proteicas supramoleculares (Wittig et al, 2005).

Por ultimo, la tercera de las técnicas, hrCN-PAGE, desde un punto de vista funcional se
encuentra mas cerca del BN-PAGE ya que provoca un cambio de carga a la muestra. La
diferencia entre ambas radica en que este cambio se produce mediante micelas de
detergentes anidnicos o neutros. Desafortunadamente se trata de la técnica menos
suave de las tres dado que favorece la disociacién de las subunidades de los complejos

(Wittig et al, 2007).

En esta tesis, se ha utilizado el protocolo para BN-PAGE adaptado en el laboratorio que

ha sido adaptado en el laboratorio (Wittig et al, 2006).
2.2.2.2.1. Preparacion de muestras

2.2.2.2.1.1. Muestras de proteinas en solucidn

Se siguid el protocolo descrito en el apartado 2.2.3.

2.2.2.2.1.2. Membranas de macréfagos J774A.1

Se incubaron macréfagos J774A.1 confluentes con medio DMEM sin suero durante 1
hora a 37°C, tras lo cual se realizd una incubacidon con la toxina en las condiciones
establecidas para cada experimento (concentracidon de toxina, tiempo de incubacién,
temperatura...). Terminada la incubacion se retiré el medio y se realizaron 2 lavados con
PBS frio suplementado con 5 mM EDTA para eliminar la toxina no unida y parar los

posible procesos de reparacion de la membrana activados por las células.
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A continuacidén se rascaron las células y se centrifugaron a 14000 g durante 10 minutos
a 4°C, los macrdéfagos se resuspendieron en tampdn de solubilizacion A (50 mM NaCl, 50
mM imidazole, 2 mM 4cido 6-aminohexanoico, 1 mM EDTA, pH 7), afiadiendo
posteriormente IGEPAL® CA-630 (Sigma Aldrich, MO, EEUU) de un stock al 20% en agua
destilada hasta conseguir una concentracion final en la mezcla del 5% (p/v). Se incubd
la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente para romper las células y se
centrifugd la suspensién a 100000 xg durante 15 minutos a 4°C utilizando el rotor TLA-
100 (Beckman Coulter, CA, EEUU). De esta manera se precipitaron los restos celulares
guedando en el sobrenadante micelas de membrana celular, las cuales se recogieron

para su andlisis electroforético.

2.2.2.2.1.3. Membranas de liposomas

Se incubaron liposomas (apartado 2.3.1.1) con toxina durante 30 minutos a 37°C en
agitaciéon continua, centrifugando posteriormente la mezcla a 14000 xg durante 15
minutos a temperatura ambiente para sedimentar los agregados formados por la
proteina no unida. A continuacion se recogio el sobrenadante con los proteoliposomas
y se centrifugd a 100000 xg durante 1 hora a 4°C en el rotor TLA-55 (Beckman Coulter,
CA, EEUU). Tras la centrifugacién se desechd el sobrenadante, se resuspendié el pellet
en tampdn de solubilizacidon A y se ailadié IGEPAL® CA-630 (Sigma Aldrich, MO, EEUU)
de un stock al 20% en agua destilada hasta un concentracidn final del 5% (p/v). Se dejé
la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente para romper los liposomas vy
centrifugé la mezcla a 100000 xg durante 15 minutos a 4°C utilizando el rotor TLA-100
(Beckman Coulter, CA, EEUU), recuperando el sobrenadante para su posterior analisis

mediante electroforesis.
2.2.2.2.2. Preparacion de geles nativos en gradiente de poliacrilamida

La preparacion de los geles nativos en gradiente se realizdé en un Mini-PROTEAN 3 Multi-
Casting Chamber acoplado a un Model 485 Gradient Former, ambos facilitados por Bio-
Rad (CA, EEUU). Los geles se prepararon con un gradiente de acrilamida desde el 2 al
12%, utilizando dos mezclas que contienen Gel buffer 3X (75 mM imidazol, 1,5 M acido
6-aminohexanoico, pH 7), AB3-mix (48 g acrilamida y 1,5 g bisacrilamida en 100 ml de

agua) y glicerol a una concentracion final del 20% (v/v) Gnicamente en el caso de la
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mezcla con mayor porcentaje de acrilamida. Se afiadié a ambas mezclas persulfato de
amonio (PSA) al 10% (p/v) y TEMED, procediendo tras su adicién a la produccion del

gradiente y a posterior polimerizacion.
2.2.2.2.3. Electroforesis nativa

A las muestras se les afiadié NativePAGE™ Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific, MA,
EEUU) y se cargaron en los geles en gradiente, utilizando como tampdn de catodo una
mezcla de 50 mM tricina y 7,5 mM imidazol a pH 7 y como tampdn de dnodo uno con
25 mM imidazole a pH 7. Para la estimacion del tamafio molecular se utilizaron
marcadores de peso molecular (NativeMark™ Unstained Protein Standard, Thermo
Fisher Scientific, MA, EEUU). Los geles se corrieron a 4°C a 150 V durante 1 hora seguido
de 250 V durante otra hora adicional a 4°C. Terminada la electroforesis los geles se

sometieron a:

e Una tincidn zinc-imidazol (apartado 2.2.2.4.4) para realizar posteriormente una
electroforesis de segunda dimension (apartado 2.2.2.3).

e Una tincion de plata (apartado 2.2.2.4.2).

e Una transferencia hUumeda (apartado 2.7.1.2) a una membrana de nitrocelulosa
para la posterior deteccidn de la proteina de interés mediante inmunodeteccién
(apartado 2.7.1.3), tras comprobar la correcta transferencia de las proteinas

mediante una tincién de la membrana con rojo Ponceau (apartado 2.2.2.4.3).

2.2.2.3. Electroforesis 2D

Uno de los métodos mas utilizados para la identificacidn y caracterizacién de la
composicion monomérica de complejos de proteinas de membranas se basa en una
combinacidén que consta de una primera dimensidn nativa realizada mediante BN-PAGE
seguida de una segunda dimensién desnaturalizante por SDS-PAGE. Durante la primera
dimensiéon nativa los complejos proteicos se separan segun su masa molecular, cuyas
diferentes bandas se incuban con SDS bajo condiciones reductoras, resultando en Ila
desnaturalizacion de los complejos de proteina de membrana. Todas las proteinas

liberadas del complejo son separadas posteriormente a lo largo de un campo eléctrico
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en un gel SDS-PAGE, separando las subunidades del complejo por su masa molecular

(Braun et al, 2007).

En este trabajo se ha utilizado esta técnica para analizar la composicion de los
oligdmeros de toxina en membranas celulares. Los geles realizados en condiciones
nativas (apartado 2.2.2.2) se tifieron con una tincién negativa zinc-imidazol (apartado
2.2.2.4.4), cortando posteriormente las bandas de interés e incubandolas con 2D Sample
Buffer (300 mM Tris, 600 uM B-mercaptoetanol, 24% v/v glicerol, 24% v/v SDS, 0,12%
p/v azul de bromofenol) durante 1 hora a temperatura ambiente. Estos trozos de gel se
cargaron a continuacién en un gel SDS-PAGE (apartado 2.2.2.1) del 8,5% de acrilamida
con un stacking al 3% de acrilamida, cuya electroforesis se realizd a temperatura
ambiente a un voltaje constante de 150 V. El analisis de las proteinas se continud
transfiriendo las muestras a una membrana de nitrocelulosa por transferencia semiseca
(apartado 2.9.1.1), sometiendo por ultimo la membrana a una inmunodeteccién

mediante anticuerpos especificos contra la toxina (apartado 2.9.1.3).
2.2.2.4. Tincién de geles y de membranas de nitrocelulosa
2.2.2.4.1. Tincidén con azul Coomassie

La tincidn azul de Coomassie se realizé incubando el gel con una mezcla de 35% metanol
(v/v), 10% acido acético (v/v), 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (p/v) (Thermo Fisher
Scientific, MA, EEUU) en agua destilada hasta la tincién completa del gel. Para desteiiir
el gel se lavd con una mezcla que contenia 10% acido acético (v/v) y 40% metanol (v/v)

en agua destilada hasta la visualizacion de las bandas de proteina.
2.2.2.4.2. Tincion de plata

Antes de proceder con la tincion de plata se fijo el gel agitdndolo durante 1 hora a
temperatura ambiente en una mezcla de 50% metanol (v/v), 12% acido acético glacial
(v/v) y 500 pl de folmaldehido al 40% (v/v) en agua MQ. Tras la fijacion del gel se
realizaron 3 lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con la Solucién | (50% v/v de
etanol en agua MQ) seguido de 3 lavados con agua MQ de 20 segundos. Posteriormente
se incubd el gel durante 1 minuto a temperatura ambiente con una mezcla al 0,15% (v/v)
de Solucion A (8,6% (p/v) de tiosulfato de sodio pentahidratado en agua MQ) en agua
MQ, seguido de otros 3 lavados de 20 segundos con agua MQ. Tras los lavados se afiadid
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durante 20 minutos a temperatura ambiente la Solucién 11 (0,2% (p/v) nitrato de platay
75 ul de formaldehido al 40% (v/v) en agua MQ) y se realizaron otros 3 lavados de 20
segundos con agua MQ. Para terminar se tifleron las bandas de proteina incubando el
gel durante 5-10 minutos a temperatura ambiente con la Solucién Il (6% carbonato de
sodio, 5 pl de Solucion Ay 50 pl de formaldehido al 40% (v/v) en agua MQ), terminando

con unos 3 ultimos lavados de 20 segundos con agua MQ (Simpson, 2007).
2.2.2.4.3. Tincidn rojo Ponceau

La tincidn rojo Ponceau se realizé incubando la membrana de nitrocelulosa con una
mezcla de 0,1% Ponceau S (p/v) (Sigma Aldrich, MO, EEUU) y 1% acido acético glacial
(v/v) hasta su tincién completa. Para la visualizacion de las bandas se destifid la

membrana utilizando una mezcla con 1% de acido acético glacial (v/v) en agua destilada.
2.2.2.4.4. Tincion negativa zinc-imidazol

Se incubd el gel durante 15 minutos a temperatura ambiente en agitacion con un
tampodn de 0,2 M imizadol y 0,1% (p/v) SDS en agua destilada. Tras la incubacion se
procedid a una incubacion de aproximadamente 1 minuto con 0,2 M ZnSQ4, hasta la
visualizacién de las bandas de proteina, momento en el que se sumergié el gel en agua

destilada.
2.2.3. Cromatografia de tamizado molecular

La cromatografia de exclusién molecular (size-exclusion chromatography, SEC) es un tipo
de cromatografia liquida usada cominmente para el andlisis de polimeros. La separacién
mediante esta técnica se basa en la exclusion parcial de las moléculas de polimeros de
los poros de la fase estacionaria. Mientras que las moléculas de menor tamafio son
capaces de entrar en la mayoria de los poros y se eluyen al final del cromatograma, las
moléculas grandes no pueden entrar en algunos de los poros y pasan por la columna
mas rapido. Si las macromoléculas son demasiado grandes para entrar por cualquiera
de los poros se eluyen en el limite de exclusion de la columna. Para asegurar la suficiente
resolucién el analisis de las muestras mediante la cromatografia de exclusion molecular
se realiza utilizando columnas largas e incluso utilizando diferentes columnas en serie a

flujos relativamente bajos (Uliyanchenko, 2014).
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En esta tesis se ha estudiado la oligomerizacion de las toxinas ACT y PF en solucion
mediante cromatografia de exclusion molecular. El protocolo de didlisis de la toxina

purificada en urea consiste de 3 pasos:

e Unadidlisis de 1 hora a 4°C frente a tampdn de hemdlisis (150 mM NacCl, 20 mM
Tris, 10 mM CaCly, pH 8).
e Un cambio de tampdn seguido de una dialisis o/n a 4°C.

e Un segundo cambio de tampdn seguido por una dialisis de 1 hora a 4°C.

Mediante este protocolo de didlisis la proteina recupera su conformacién nativa. Para
eliminar posibles agregados se centrifugd el dializado a 14000 xg durante 15 minutos a
4°C, recuperando el sobrenadante y determinando la concentracion proteica mediante

el método de Bradford (apartado 2.2.4).

La toxina dializada se pasd posteriormente por una columna Superdex 200 10/300 GL
(GE Healthcare, IL, EEUU) equilibrada en tampdén de hemdlisis conectada a un
cromatdgrafo AKTA Purifier P-900 (GE Healthcare, IL, EEUU) a un flujo constante de 0,2

ml/min.
2.2.4. Cuantificacion de concentracion de proteina

En este trabajo se utilizaron el método de Bradford o el método del acido bicinconinico
(o BCA) para la cuantificacion de proteina en las muestras. El primero de los métodos se
basa en la unién de la molécula Coomasie Brilliant Blue G-250 a las proteinas, interaccién
gue provoca que el maximo de absorbancia de la molécula libre se desplace de 465 nm
a 595 nm, produciendo un cambio de color de la solucidn de rojo-marrén a azul y
permitiendo su monitorizacion a 595 nm (Bradford, 1976). El método de BCA, en
cambio, se basa en la reaccidn de Biuret, en la que se genera Cu'* durante el proceso de
reduccion de Cu?* tras su interaccién con las proteinas en medio alcalino. La interaccion
de Cul* con &cido bicinconinico produce un complejo estable, soluble en agua y purpura,

el cual es intensamente absorbido a 562 nm (Smith et al, 1985).

Ambos métodos presentan una relacidn lineal entre la cantidad de proteina y la

absorbancia registrada a su correspondiente longitud de onda, por lo que la seleccién
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de uno u otro método dependerd de que las muestras posean o no compuestos que

puedan afectar a la correspondiente reaccién.

El sistema de medicidn es el mismo en ambos casos: por una parte se prepard una recta
patrén entre 0 y 16 pug de BSA (Sigma Aldrich, MO, EEUU) y por otra un volumen
determinado de la muestra cuya concentracion se queria calcular. Dado que se utilizaron
kits comerciales tanto para el caso del método de Bradford (Bio-Rad, CA, EEUU) como
para el de BCA (Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) se siguieron los protocolos provistos

por cada uno de los fabricantes.
2.2.5. Ensayos de actividad hemolitica

Para determinar la actividad formadora de poros de la toxina se realizaron ensayos de
actividad hemolitica utilizando para ello el protocolo descrito por Bellalou y cols. (1990)
adaptado en nuestro laboratorio. La técnica consiste en la incubacién de eritrocitos de

carnero con la toxina, diferenciando dos tipos de experimento:

e Incubacién con diluciones seriadas de toxina: la lisis de los eritrocitos se
determina espectrofotométricamente cuantificando la hemoglobina liberada al
medio tras un tiempo de incubacién.

e Cinéticas de hemdlisis: se determina espectrofotométricamente monitorizando
la pérdida de turbidez de la muestra debido a la lisis celular durante un lapso de

tiempo continuo.

En ambos casos la sangre sigue un proceso de lavado y estandarizacion, para lo cual se
lavd sangre de carnero (Pronadisa, Espaiia) dos veces con NaCl 0,9% seguido de otros
dos lavados con tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl;, pH 8)
mediante centrifugaciones de 10 minutos a 2100 xg a 4°C hasta que el sobrenadante
guede transparente. Terminados los lavados se estandariza la sangre para obtener una
concentracién de 10° células/ml resuspendiendo los eritrocitos en tampén de hemdlisis
hasta obtener una absorbancia de 0,6 a 412 nm al mezclar 37,5 ul de la suspension de

eritrocitos con 3 ml de agua destilada.

Para los ensayos con diluciones seriadas se prepararon 12 diluciones seriadas de la

toxina a 1:2 en tampodn de hemolisis en una placa cénica de 96 pocillos en un volumen
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final de 100 ul, afiadiendo posteriormente 100 pl adicionales de la sangre previamente
estandarizada. Adicionalmente se prepararon pocillos para determinar el 0% de
hemolisis (100 pl de tampdn de hemdlisis con 100 pl de sangre estandarizada) y el 100%
de hemdlisis (incubacion de 100 pl de sangre estandarizada con 100 ul de tampdn de
hemodlisis con 0,1% de Triton X-100 p/v para obtener la lisis completa de los eritrocitos).
La placa se incubd posteriormente en un Thermomixer a 37°C durante el tiempo
establecido, tras lo cual se centrifugd la placa a 950 xg durante 5 minutos a 4°C para
precipitar los eritrocitos no lisados, midiendo la absorbancia a 412 nm de los
sobrenadantes. Para calcular el porcentaje de hemdlisis de las muestras se utilizé la

siguiente ecuacion:
% Hemolisis = [(Absa12 muestra — Absa12 0%) / Absai2 100%] x 100

Para las cinéticas de hemolisis se utilizé un espectrofotémetro CARY 300 Bio UV-Visible
Spectrophotometer (Agilent Technologies, CA, EEUU) midiendo valores de absorbancia
a 700 nm cada 5 segundos durante 2 horas de una mezcla de sangre estandarizada con

una concentracion fija de toxina en agitacién continua a 37°C.
2.2.6. Ensayos de determinacion de actividad fosfolipasa A

2.2.6.1. Inhibicién quimica con el inhibidor MAFP

Para inhibir quimicamente la actividad fosfolipasa de la ACT se siguidé el protocolo
establecido por Phillips y cols. (2003), modificado en el laboratorio. Dado que tras la
purificacién de la ACT la toxina se encuentra desnaturalizada en buffer con urea la toxina
debe recuperar su estructura para poder ser reconocida por el inhibidor. Para ello se
dializé la ACT purificada frente a tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10
mM CaCl,, pH 8) ON a 4°C utilizando una membrana de didlisis de celulosa con un
tamafio de poro de 14 kDa (Sigma Aldrich, MO, EEUU). Tras la dialisis se recupero el
volumen y se centrifugd a 14000g durante 10 minutos a 4°C para sedimentar la proteina
agregada, recogiendo el sobrenadante y calculando su concentracion mediante el
método de Bradford (apartado 2.2.4). A continuacién se procedio a la inhibicién de la
actividad fosfolipasa con el inhibidor de fosfolipasas MAFP (Methyl arachidonyl
fluorophosphonate, Sigma Aldrich, MO, EEUU). Para ello se incubd la toxina con una

relacion proteina:inhibidor saturante de 1:100 ON en constante agitacion a 4°C.
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Terminada la incubacién se realizé una didlisis extensiva adicional frente a tampdn de
hemolisis durante 48 horas para eliminar el inhibidor no unido a la toxina siguiendo el
protocolo utilizado previamente. Una vez terminado el proceso de dialisis, se recuperé
el volumen de la toxina inhibida quimicamente, centrifugdndolo para eliminar los
posibles agregados y calculando nuevamente la concentracién de proteina por el
método de Bradford (apartado 2.2.4). Como control para determinar la posible
degradacidon que pueda sufrir la toxina durante los procesos de inhibicién y dialisis,
paralelamente se realiza el mismo procedimiento con una muestra de ACT a la que no

se le adiciona inhibidor.
2.2.6.2. Ensayos in vitro

2.2.6.2.1. Espectrometria de masas (Ultra High Performance Liquid Chromatography,
UHPLC)

La técnica de espectrometria de masas MALDI se basa en la utilizacién de una “matriz”
que absorbe la energia de un laser produciendo una generacidn de iones. La idoneidad
de la matriz (la cual estd normalmente formada por componentes organicos aunque se
puedan utilizar componentes inérganicos como el grafito) esta determinada por el tipo
de laser y la longitud de onda de emisién. Cuando el haz de luz choca contra la muestra
(normalmente un co-cristal formado entre la matriz y la muestra en el que la primera de
ellas estd en exceso respecto a la segunda) ésta es absorbida por la matriz,
vaporizandola y llevando la muestra a la fase de vapor. Durante el proceso de expansién
de la muestra por la nube de gas los iones presentes en ella (normalmente H* y Na*) son
intercambiados entre la matriz y la muestra, originando moléculas de la muestra
cargadas, también llamados iones cuasimoleculares. Una vez formados, estos iones se
aceleran en un campo eléctrico. Tras pasar por una rejilla cargada estos iones se
mantienen a la deriva en un espacio libre de campo, momento en el que se produce la
separacion de masas: los iones de baja masa molecular llegan antes al detector que los
de alta masa, obteniendo en el proceso un espectro de masas, que se compara

posteriormente con el obtenido en una muestra patrén (Fuchs et al, 2010).

En esta tesis se utilizé la espectrometria de masas para determinar los productos de la

reaccion obtenidos tras la incubacién de vesiculas unilamelares de fosfolipidos puros
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con la toxina ACT. Para este experimento se incubaron 100 uM de LUVs (apartado
2.3.1.1) de POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, Avanti Polar Lipids,
AL, EEUU) con 100 nM de ACT (relacidn lipido:proteina 1000:1) durante 30 minutos a
37°C en constante agitacion en tampdn de hemolisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM
CaCl, pH 8). Terminada la incubacién se procedid a la extraccion de los lipidos
afiadiendo una mezcla de cloroformo:metanol 3:1 (v/v), preparacion que se llevd para
su analisis mediante cromatografia liquida de ultra alta eficacia (Ultra High Performance

Liquid Chromatography, UHPLC).

La UHPLC fue llevada a cabo mediante un sistema ACQUITY UPLC (Waters, MA, EEUU)
equipado con una bomba binaria de liberacién de disolventes, inyector automatico de
muestras y un horno para columnas. Las muestras fueron inyectadas en una columna
Acquity UPLC HSS T3 1,8 um, 100x2,1 mm (Waters, MA, EEUU), la cual fue precalentada
a 65°C. Las fases moviles consistieron en una fase A compuesta por acetonitrilo:acetato
de amonio a 10 mM en agua a una proporcion 40:60 (v/v); y una fase B consistente en
acetonitrilo:isopropanol con 10 mM acetato de amonio en una proporcién 10:90 (v/v).
La separacién se realizd durante 13 minutos en las siguientes condiciones: entre el
minuto 0y el minuto 10 se realizé un gradiente lineal de 40% al 100% de fase B, entre el
minuto 10 y 11 se mantuvo un 100% de fase B para finalmente realizar una
reequilibracién del sistema con un 40% de fase B (v/v) durante 2 minutos antes de pasar
a la inyeccion de la siguiente muestra. El flujo se mantuvo a 0,5 ml/miny el volumen de

inyeccién fue de 1 ul. Todas las muestras se mantuvieron a 4°C durante el analisis.

Los datos de UHPLC-MSE fueron adquiridos en un SYNAPT G2 HDMS (Waters, MA, EEUU)
con una configuracién hibrida cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-ToF) equipado con una
fuente de ionizacion en electrospray (Electrospray lonization, ESI) (Waters, MA, EEUU),
el cual puede ser operado tanto en modo positivo (ESI+) como en negativo (ESI-). El
voltaje de capilaridad se fijé en 0,7 kV para ESI+ o0 0,5 kV para ESI-. Adicionalmente se
utilizé nitrégeno como gas desolvatante y conico, a un flujo de 900 I/h para el modo
positivo y 30 I/h para el modo negativo. La temperatura de la fuente se fijé en 120°C

mientras que la temperatura para la desolvatacién se establecié en 400°C.

Para la calibracion de masas se utilizé una disolucion de leucina-encefalina (2 ng/ul) en
acetonitrilo:acido férmico al 0,1% en agua (1:1, v/v), cuyos ratio masa/carga (m/z) se
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monitorizaron en 556,2771y 278,1141 en ESI+, 0 554,2615 y 236,1035 en ESI- utilizando
un tiempo de escaneado de 0,3 s, con intervalos de 10 s, realizando una media de 3
escaneados con una ventana de masa de +0,5 Da. Por ultimo se utilizé un voltaje de
capilaridad de 2 kV y una energia de colision de 21 eV en ESI+, mientras que para el
modo ESI- los valores fueron de 2,5 kV y 30 eV respectivamente. El calibrado interno se
introdujo en el atomizador a un flujo constate de 10 ul/min utilizando una bomba

externa.

Previamente al andlisis, el espectrémetro de masas fue calibrado con una solucién de
0,5 mM de formiato de sodio. Todos los espectros obtenidos fueron automaticamente

corregidos usando la calibracién de masas realizada previamente.

La adquisicién de los datos tuvo lugar en un rango de masas entre 50 y 1200 u con un
modo de resolucién FWHM=20000, un tiempo de escaneado de 0,5 s y un tiempo de
demora entre escaneados de 0,024 s. El espectrdmetro de masas fue operado en el
modo de adquisicion de MSE continuo para ambas polaridades. Durante este método
de adquisicion el primer cuadrupolo Q1 fue operado Unicamente en el modo de banda
ancha rf, permitiendo a todos los iones entrar en la celda de colision T-wave. Se crearon
dos funciones de adquisicion discretas e independientes: la primera funcidn, fijada en 6
eV, recoge los datos de baja energia o no fragmentados, mientras que la segunda
funcién recoge los datos de alta energia o fragmentados utilizando para ello una rampa
de energia de colisién entre 15 y 40 eV. En ambos casos se utilizé argdn para realizar la

colision inducida por disociacidn (Collision Induced Dissociation, CID).

2.2.6.2.2. Determinacion de actividades fosfolipasa A: y A> mediante substratos lipidicos

fluorogénicos PED-A1 y PED6

Para determinar una posible actividad fosfolipasa de la toxina se utilizaron los substratos
fluorogénicos PED-A1 (N-((6-(2,4-DNP)amino)hexanoyl)-1-(BODIPY® FL C5)-2-hexyl-sn-
glycero-3-phosphoethanolamine, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) para determinar
la actividad fosfolipasa A1 o PED6 (N-((6-(2,4-dinitrophenyl)amino)hexanoyl)-2-(4,4-
difluoro-5,7-dimethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-pentanoyl)-1-hexadecanoyl-sn-

glycero-3-phosphoethanolamine, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) para la

determinacién de la actividad fosfolipasa A;. Tanto los substratos PED-A1 como PED6
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son glicerofosfoetanolaminas modificadas en las que el acido graso de la posicién sn-1
0 sn-2 esta marcado con la sonda fluorescente BODIPY® FL y con un grupo dinitrofenol
conjugado a la cabeza polar para proveer al lipido de quenching intramolecular. Por
tanto, la liberacion del acido graso de la primera posicion en el caso del substrato PED-
Al o del acido graso de la segunda posicidn en el caso del substrato PED6 eliminaria ese
quenching, incrementando la fluorescencia del fluoréforo, aumento que se puede medir

a 515 nm (Figura 2.1).

Fosfolipasa A ;

Figura 2.1: Mecanismo de aumento de fluorescencia provocado por la actividad fosfolipasa A;
sobre el substrato fluorescente PED6. Imagen modificada proporcionada por Thermo Fisher
Scientific.

Para este trabajo se prepararon LUVs (apartado 2.3.1.1) de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine, Avanti Polar Lipids, AL, EEUU) con un 20% de concentracién
molar de PED-A1 o PEDG6. Se realizaron espectros de emisién de fluorescencia en una
mezcla de 10 uM de LUVs cada minuto durante un total de 30 minutos. Los LUV se

incubaron en constante agitacion con un rango de concentraciones de toxina (0,5-40
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nM) a 37°C en tampon de hemodlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl;, pH 8) en
un espectrofluorimetro FluoroLog-3 (HORIBA, Japdn) con la excitacién fijada en a 480
nm y registrando la emisién entre 490 y 650 nm, con la apertura de ambos

monocromadores fijada en 5 nm.

2.2.6.2.3. Determinacion de actividad fosfolipasa A mediante ensayo acoplado con la

enzima lipoxigenasa

Para la determinacidn in vitro de la actividad fosfolipasa A mediante el uso de la enzima
lipoxigenasa se siguid el protocolo descrito por Jiménez-Atiénzar y cols. (2003). Este
ensayo se basa en la adicion de una molécula de oxigeno a un dacido graso con una
estructura (Z,Z)-pentadieno mediado por la lipoxigenasa una vez liberado un acido graso
de un fosfolipido debido a una actividad fosfolipasa. Tras la oxidacién del acido graso se
genera el correspondiente hidroperdxido, cuya aparicién se puede determinar

espectrofotométricamente a 234 nm.

Para este trabajo se han preparado LUVs (apartado 2.3.1.1) con DLPC (1,2-dilinoleoy!-
sn-glycero-3-phosphocholine, Avanti Polar Lipids, AL, EEUU), PLPC (I-palmitoyl-2-
linoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, AL, Avanti Polar Lipids, EEUU) y PAPC (1-
palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, Avanti Polar Lipids, AL, EEUU)
dado que tanto el acido linoleico como el acido araquiddnico tienen la estructura
necesaria para que la lipoxigenasa catalice satisfactoriamente la reaccién. En los
ensayos, se incubaron 65 uM. de LUVs con toxina y 0,25 ug de lipoxigenasa a 37°C en
tampodn de hemolisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CacCl, pH 8) y se realizaron
cinéticas de 2 horas en agitacién constante. La reaccidn se determind en un
espectrofotémetro Varian CARY 300 Bio UV/Visible Spectrophotometer (Agilent
Technologies, CA, EEUU).

2.2.6.2.4. Andlisis de actividad fosfolipasa A mediante cromatografia de capa fina (Thin

Layer Chromatography, TLC)

La catdlisis producida por una actividad fosfolipasa A genera una mezcla compleja del
substrato hidrolizado y de los productos generados, es decir, lisofosfolipidos y acidos
grasos. Dicha actividad puede ser determinada mediante el analisis de los acidos grasos

libres presentes en esa mezcla, por lo que es necesario realizar una separacion de los
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diferentes grupos lipidicos. Para la separacion de las diferentes especies lipidicas se
utilizé TLC, la cual se basa en la separacién de analitos en una fase estacionaria por las
diferencias de polaridad de las diferentes moléculas. La fase estacionaria mas habitual
utilizada para efectuar la separacién de lipidos son la silica y la alimina, siendo la mas
comun la silica, la cual puede ser modificada mediante diferentes impregnaciones con
otras substancias para optimizar la separacion de ciertas clases de lipidos. Esta fase
estacionaria es polar, mientras que la fase movil es de cardcter apolar. Esta segunda fase
consiste en un sistema de solventes (con predominancia de disolventes orgdnicos como
el cloroformo y el hexano) que separan los lipidos de acuerdo a la polaridad de las

cabezas de los fosfolipidos presentes en la muestra (Fuchs et al, 2011).

Para la determinacidon de acidos grasos mediante esta técnica se prepararon LUVs
(apartado 2.3.1.1), los cuales se incubaron con toxina en tampdn de hemdlisis (150 mM
NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 8) a 37°C en agitacién constante. Transcurrida la
incubacién se procedié a la extraccidon de la fase organica o cloroférmica mediante la
adicién de 1 ml de metanol, 1 ml de cloroformo y 0,9 ml de 0,2 M HCl y 2 M KCl, mezcla
que se sometié a una centrifugacién a 950 xg durante 5 minutos, recuperando

posteriormente la fase orgdnica y evaporandola para concentrar la muestra lipidica.

La separacion de los lipidos extraidos se efectudé en placas de Silica Gel 60 (Merck
Millipore, Alemania) exponiéndola a una unica fase moévil compuesta por n-
heptano:éter diisopropilico:acido acético glacial en una proporcién 70:30:2 (v/v/v). Una
vez realizada la separacidn se reveld la placa sumergiéndola durante 5 minutos en una
solucién compuesta por un 10% (p/v) de sulfato de cobre pentahidratado y un 8% (v/v)
de acido fosfdrico, tras lo cual se secd la placa utilizando un secador. Para revelar las
manchas de lipidos, la placa se calenté a 200°C entre 3 y 5 minutos (Touchstone, 1982).
El analisis se realizé comparando la intensidad de las manchas respecto a las obtenidas
en el control sin toxina, intensidades determinadas mediante un densitdmetro GS-800

Calibrated Densitometer (Bio-Rad, CA, EEUU).
2.2.6.3. Ensayos in vivo

Se crecieron células J774A.1 en medio de cultivo completo en placas de 6 pocillos hasta

alcanzar una confluencia aproximada del 80%, momento en el cual se afiadié a cada
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pocillo 1,5 uCi/ml de acido araquidonico tritiado (Arachidonic Acid [5,6,8,9,11,12,14,15-
3H(N)], Perkin Elmer, MA, EEUU). A continuacion se mantuvieron las células a 37°C o/n
para permitir la captacion e incorporacion del dcido graso marcado radioactivamente.
Una hora antes de realizar la incubacion con toxina se retiré el medio de cultivo y se
sustituyé con medio de cultivo fresco sin suero. Las células marcadas radioactivamente
se incubaron con toxina 20 nM durante 10 minutos a 37°C. Terminado el tiempo de
incubacidn se retird el medio de incubacidn, se afiadié 1 ml de metanol y se rascaron las
células. La separacion de fases se realiz6 mediante la adiciéon de 1 ml de cloroformo y
0,9 mlde0,2 M HCly 2 MKCI, seguido de una centrifugacién de la mezcla a 950 g durante
5 minutos, recuperando posteriormente la fase orgdnica o cloroférmica, la cual se

evapord con el objetivo de concentrar la muestra.

La separacién de los lipidos extraidos se efectué mediante TLC (apartado 2.2.6.1.4)
cargando las muestras evaporadas en placas de Silica gel 60 (Merck Millipore, Alemania)
y utilizando Unica fase movil compuesta por n-heptano:éter diisopropilico:acido acético
glacial a una proporcién 70:30:2 (v/v/v). Los 4cidos grasos libres se visualizaron tifiendo
las placas con vapor de iodo y comparando las manchas de cada muestra con la del
patron de acidos grasos. A continuacidn, se rascaron las manchas de interés, se
extrajeron los lipidos de la silica afiadiendo 200 ul de una mezcla metanol:agua 1:1 (v/v),
y se cuantificé la radioactividad afiadiendo 2 ml de liquido de centelleo PCS (Amersham
Biosciences, Reino Unido) en un contador de centelleo Tri-Carb 2900TR Low Activity

Liquid Scintillation Analyzer (Perkin Elmer, MA, EEUU).
2.2.7. Protedlisis controlada

Los experimentos de protedlisis parcial se pueden utilizar para investigar caracteristicas
conformacionales de proteinas o topologia de proteinas insertadas en membranas. Se
ha demostrado que las zonas donde se puede dar el proceso proteolitico a lo largo de la
cadena polipeptidica de una proteina se caracterizan por la flexibilidad del esqueleto de
la proteina, implicando que las proteasas pueden localizar las zonas de despliegue de
una cadena proteica de forma diferente dependiendo de la conformacidon adoptada
(Fontana et al, 2004). Este tipo de experimento se ha utilizado en esta tesis para

determinar las posibles conformaciones adoptadas tanto por la ACT como su mutante
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PF asi como el grado de proteccion que conceden las diferentes composiciones lipidicas

a ambas proteinas.

En esta tesis se ha seguido el protocolo propuesto por Bakas y cols. (1998) adaptado en
el laboratorio. Se incubaron liposomas (apartado 2.3.1.1) con toxina durante 30 minutos
a 37°C en constante agitacidon en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10
mM CaCl,, pH 8). Tras la incubacion se centrifugd la mezcla a 14000 xg durante 10
minutos a temperatura ambiente para eliminar la toxina no unida y agregada,
recuperando el sobrenadante, el cual se incubd durante 10 minutos a 10°C con tripsina
(TCPK-treated trypsin, Sigma Aldrich, MO, EEUU) a una concentracién final de 16,8 uM.
Tras la incubacién se afiadid buffer de carga a las muestras, las cuales se hirvieron a
100°C durante 5 minutos y se cargaron en un gel desnaturalizante SDS-PAGE a un 8,5%

de acrilamida y con un stacking de 4,7% de acrilamida.

2.3. MEMBRANAS MODELO

2.3.1. Liposomas

Los liposomas son vesiculas esféricas que consisten en un espacio o volumen acuoso
rodeado por una o mas bicapas de fosfolipidos. La generacién de todos los tipos de
vesiculas lipidicas se basa en el autoensamblaje de los fosfolipidos. Los fosfolipidos son
moléculas con una cabeza polar y dos colas hidrofdbicas largas, las cuales provocan que
sean pobremente solubles en agua. Esta baja solubilidad se debe a que al formarse una
bicapa de fosfolipidos existe un darea finita con una energia asociada a su borde donde
las colas hidrofdbicas estan expuestas al agua. Esta energia puede ser minimizada si la
bicapa forma una esfera, dado que de este modo se elimina el borde, aunque existe a
su vez una penalizacion energética debido a la fuerza necesaria para originar la curvatura
de los fosfolipidos. Por tanto, el liposoma con el menor didmetro posible se formara
cuando la energia del borde exceda la energia de curvatura. Dado que los fosfolipidos
suelen conservarse en solventes organicos, al eliminar ese solvente mediante
evaporacion los fosfolipidos se ensamblan en una pila de bicapas, las cuales se separan

aplicando fuerzas de hidratacién acompanadas o en ausencia de campos eléctricos. Asi
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mismo, mientras la bicapa lipidica se reorganiza desde un disco plano a una esfera el
area de la vesicula puede aumentar en tamafio debido a la adicién de moléculas de
fosfolipido y otros fragmentos de bicapa. Las cinéticas relativas del ensamblaje de la
bicapa debido a las fuerzas hidrodinamicas y a la separacion provocada por las fuerzas
de hidratacion dictan el tamano y la lamelaridad de las vesiculas formadas, dando lugar

a los diferentes tipos de vesiculas (Lasic, 1995).

Las vesiculas formadas son frecuentemente clasificadas dependiendo de su tamafio
(pequenas, grandes o gigantes), nimero de bicapas (unilamelares, oligolamelares o
multilamelares) o la carga de los fosfolipidos (neutro, anidnico o catidnico).
Recientemente los liposomas también se han clasificado respecto a su funcién
(convencional, furtivo, enfocado a ligando, liberaciéon a largo plazo o liberacién por
desencadenante). La clasificacién mas utilizada es la que cataloga los liposomas por su
tamafio y lamelaridad, diferencidandose dentro de esta catalogacion las vesiculas
unilamelares pequefas (Small Unilamellar Vesicles, SUV), vesiculas unilamelares
grandes (Large Unilamellar Vesicles, LUV), vesiculas unilamelares gigantes (Giant
Unilamellar Vesicles, GUV) y vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles, MLV) (Patil

y cols., 2014) (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Representacion esquematica de las estructuras basicas y los diferentes tipos de
liposomas. En la figura se representan los tipos de vesiculas lipidicas segin su lamelaridad
(unilamelares y multilamelares) asi como la clasificacidn por tamafios, diferenciandose de este
modo los SUV (¢ 0,02 um-0,2 um), LUV (g 0,2 um-1 pum), MLV (¢ >0,1 um) y GUV (¢ >1 uM).
Imagen tomada de Mishray cols. (2011).

En esta tesis se han utilizado vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles,

LUV) y vesiculas unilamelares gigantes (Giant Unilamellar Vesicles, GUV).
2.3.1.1. LUV

Es posible obtener vesiculas unilamelares con un amplio rango de didmetros, desde 50
nm hasta 1 um. Estas vesiculas poseen un tamafio uniforme, ser aplicables a la mayor
parte de mezclas lipidicas posibles y tienen que ser capaces de encapsular
eficientemente iones, metabolitos y moléculas de alta masa molecular (Deamer y

Bangham, 1976).

En este trabajo se han utilizado LUVs con sondas fluorescentes encapsuladas y vesiculas
libres de ellas, habiendo ligeras diferencias en los protocolos de preparacidon de cada
uno de los tipos. En ambos casos la preparacién de LUVs comenzd con la evaporacion

de la fase organica (una mezcla cloroformo:metanol 2:1) en la que se encuentran
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disueltos los lipidos, debido a que los disolventes organicos pueden dificultar el
ensamblaje posterior en vesiculas esféricas. Para ello se mezclaron los lipidos deseados
a la concentracién y relacion molar deseada y se secaron primero con nitrégeno hasta
evaporar completamente el volumen y posteriormente manteniendo la pelicula de
lipido seco obtenida durante 2 horas en una bomba de vacio para asegurar la completa

eliminacidn de trazas de disolvente orgdnico.

Tras la evaporacion se procedio a la hidratacidn de la pelicula lipidica en tampdn, siendo
éste isosmodtico respecto al buffer en el que se realizaron posteriormente los
experimentos. Para hacer vesiculas libres de sondas fluorescentes encapsuladas se
utilizé tampodn de liposomas (150 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8), mientras que para
encapsular la sonda fluorescente ANTS (8-Aminonaphthalene-1,3,6-Trisulfonic Acid
Disodium Salt, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU) y su quencheador DPX (p-Xylene-Bis-
Pyridinium Bromide, Thermo Fisher Scienticic, MA, EEUU) se utilizé6 un tampén con 70
mM NaCl, 20 mM Tris, 12,5 mM ANTS, 45 mM DPX a pH 8. En ambos casos los lipidos se
resuspendieron con un virtex mientras se mantuvo la suspensién por encima de su
temperatura de transicion (Tm), obteniendo en el proceso MLVs. Para eliminar las
sucesivas capas se sometieron los MLVs a 10 ciclos de congelacion/descongelacion,
pasando la mezcla de nitrégeno liquido a un bafo termostatizado. Al finalizar el proceso
se obtuvieron lo denominado FTMLV (Freeze and Thaw Multilamellar Vesicles), por lo
gue se utilizd la técnica de extrusién para obtener una poblacion homogénea de LUVs
(Hope et al, 1995). Para ello la mezcla de FTMLYV se pasé 10 veces a través de dos filtros
de policarbonato con un diametro de poro de 0,1 um (Whatman Polycarbonate
Membrane Filters 0,1 um, GE Heathcare, IL, EEUU) mediante un extruder (Northern
Lipids, Canada).

En el caso de las vesiculas con contenidos fluorescentes, la suspension de LUVs se pasd
por una columna PD-10 (GE Healthcare, IL, EEUU) equilibrada previamente con tampén
de liposomas para eliminar las sondas no encapsulada. En ambos casos tras finalizar la
preparacién de las vesiculas se procedié a la cuantificacién de concentracidn de lipido

mediante el método de FISKE (apartado 2.3.3).
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2.3.1.2. GUV

Dentro de la categoria de tamafio de GUVs entran las vesiculas unilamelares con un
diametro entre 1 y 100 um, siendo éste el rango habitual en el que se engloban la
mayoria de células bioldgicas. Un GUV, por tanto, se asemeja a la estructura bdsica
compartimental de las células bioldgicas en el sentido de que la membrana de la vesicula
imitaria la matriz lipidica cerrada de la membrana plasmdtica. Debido a su mayor
didmetro en comparacién con los LUVs su investigacion se suele realizar mediante
microscopia éptica (Walde et al, 2010). Existen diferentes métodos para preparar GUVs,
entre ellos el método de hidratacién en presencia de un campo eléctrico utilizado en

esta tesis.

Figura 2.3: Compartimento para la preparacion de vesiculas unilamelares gigantes (GUV).

Para preparar GUVs se ha seguido el protocolo descrito por Landeta y cols. (2015),
adaptado en el laboratorio. Para ello se han utilizado compartimentos con cuatro
espacios circulares atravesados por dos alambres de platino (Figura 2.3). En cada uno
de los cuatro espacios se depositaron entre los dos alambres un total de 6 pul de una
mezcla lipidica deseada a una concentracién de 1 mM en 3 tandas de 2 pl. Dado que en
esta tesis se han analizado los GUVs por microscopia confocal, para la posterior
visualizacién de las vesiculas la mezcla de lipidos utilizada contenia un 0,5% de

concentracion molar de fosfatidiletanolamina conjugada con la sonda fluorescente
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rodamina (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B
sulfonyl), Avanti Polar Lipids, AL, EEUU). Tras la aplicacion de los lipidos se mantuvo el
compartimento durante 15 minutos a temperatura ambiente para permitir la
evaporacion del cloroformo y la precipitacion de los lipidos en los alambres.
Posteriormente se afiadieron a cada espacio 400 pl de sacarosa disuelta en agua
destilada, cuya concentracidn era isosmotica respecto al tampdn en el cual se realizé el

experimento.

Para la formaciéon de los GUVs se aplicé un campo de corriente alterna utilizando un
generador TTi TG315 Function Generator (AIM-TTI: Aim & Thurlby Thandar Instruments,
Reino Unido). La generacion de las vesiculas se realizdé en dos pasos: primero se aplicd
una frecuencia de 10 Hz, un voltaje pico a pico (peak-to-peak voltage, PK-PK) de 2,5 Vp-p
y un valor eficaz o valor cuadratico medio (Root Mean Square, RMS) de 0,9 Vmrs durante
2 horas, seguido por otros 40 minutos en los que frecuencia se bajé a 2 Hz, sin alterar
los valores del resto de pardmetros. Los compartimentos se mantuvieron siempre por

encima de la temperatura de transiciéon de los lipidos que se utilizaron.
2.3.2. Monocapas

Las membranas bioldgicas histdricamente se han descrito como bicapas lipidicas cuya
Unica funcidn se limita a la compartimentalizacion celular, pero hoy en dia se sabe que
muchas proteinas interactuan con ella. Esa interaccion lleva a variaciones locales de la
presidn lateral de las membranas. Para el estudio de esa interaccidn proteina-lipido se
han usado diferentes sistemas modelo cuyo objetivo es imitar la interfase presente
entre la bicapa lipidica, entre los cuales se encuentra las monocapas de Langmuir en
interfase aire/agua. Las monocapas de Langmuir se producen y caracterizan en un
aparato que consiste en una depresion (habitualmente compuesto de materiales
hidrofdbicos como el teflén), que contiene una subfase de agua y unas barreras moviles
gue se mueven sobre la superficie de agua. Sobre esa superficie acuosa se coloca una
cantidad determinada de material anfifilico (normalmente lipido) disuelto en un

disolvente organico volatil como el cloroformo (Dynarowicz-Latka et al, 2001).

Habitualmente la forma de caracterizar una monocapa es mediante las isotermas de

presidn superficial (mt)/area (A), es decir, un grafico que representa el cambio en la
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presion superficial en funcién del area disponible para cada una de las moléculas
presentes en la superficie de la subfase acuosa. Los lipidos se extienden sobre la
interfase aire/agua hasta conseguir una presion superficial inicial (r;), momento en el
que se inyecta en la subfase una cantidad deseada de proteina. Dependiendo de la
actividad superficial y de su afinidad por el lipido, la presidn superficial incrementara
hasta un estado estable, el cual se denomina presién de adsorcién en equilibrio (me),
pudiendo calcular el incremento de la presién superficial (Am = 1te — ). La dimension de
este cambio dependerd de la presidn superficial inicial, por lo que se realizan una serie
de medidas a m; distintas. Se pueden determinar diferentes pardmetros representando
en un grafico los diferentes valores de Ant en funcién de su m;: extrapolando la regresidon
hacia el eje de abscisas se puede obtener la presiéon lateral critica, mientras que
extrapolando hacia el eje de ordenadas se poder determinar el Am maxima (Calvez et al,

2009) (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Representacidon esquematica de la utilizacion de la técnica de Langmuir para
evaluar el poder de penetraciéon de un componente bioactivo en una monocapa lipidica. En la
figura se representa la inyeccion del componente en la monocapa (A), la cinética de penetracién
del componente en la monocapa tras la inyeccidn de la muestra en la subfase mediante la
medicion de la presion superficial (B) y representacién grafica del incremento de la presion
superficial frente a la presion inicial para la determinacion de la presion de exclusién (C). Imagen
tomada de Eeman y cols. (2010).
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Para este trabajo se ha utilizado un tensidémetro superficial uTroughS de Kibron Inc
(Finlandia) para determinar las posibles diferencias en la interacciéon de la toxina salvaje
ACT y el mutante PF en monocapas de distintas composiciones lipidicas. Las monocapas
se produjeron encima de tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCly,
pH 8) a una temperatura constante de 37°C. Una vez estabilizada la presion superficial
se afiadieron 250 nM de toxina en agitacidon y se esperd hasta la estabilizacion de la

presion superficial de la monocapa para poder determinar la presion final (me).
2.3.3. Cuantificacion de la concentracion de lipido

Para la determinacion de la concentracién de fosfolipidos se siguid el método
establecido por Fiske y SubbaRow en 1925 y mejorado por Béttcher y cols. en 1961. Este
método se basa en la digestién con acido percldrico a 200°C para producir la liberacidn
del fosfato inérgdnico, procediendo posteriormente a la incubacién con molibdato. La
reaccién producida entre el grupo fosfato de los fosfolipidos y el molibdato al calentar
la mezcla a 100°C, genera en el proceso acido fosfomolibdico, el cual se reduce

produciendo un compuesto coloreado cuya absorbancia se determina a 812 nm.

Al igual que en los métodos de determinacién de concentracion de proteina, se prepard
una recta patrén entre 0 y 150 nmol de NaH;POa, asi como un volumen determinado de
la muestra a analizar. A todas ellas se afiadieron 500 pl de acido percldrico al 70% y se
hidrolizaron durante 45 minutos a 200°C. A continuacién se afadieron 4 ml de una
solucion de heptamolibdato amoénico (2,2 g de heptamolibdato aménico y 14,3 ml de
acido sulfurico al 95-98% en un litro de agua) y, en agitacién, 500 pl de una disolucién
de acido ascérbico al 10% (p/v). La mezcla se mantuvo a 100°C durante 15 minutos, tras

lo cual se procedid a la medicion de la absorbancia a 812 nm.
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2.4. TECNICAS FLUORIMETRICAS

2.4.1. Liberacion de contenidos acuosos de liposomas mediante

fluorescencia

Este ensayo esta basado en el encapsulamiento de la molécula fluorescente 1-
aminonaphthalene-3,6,8-trisulfonic acid (ANTS) y su quencheador a,a"-bispyridinium
dibromide (DPX) dentro de los liposomas, lo cual se traduce en una ausencia de la sefial
fluorescente. En caso de haber una perturbacién en la membrana debido a la accién de
la toxina, ambas moléculas se liberan al medio, diluyéndose y provocando una reduccién
notable del quenching del ANTS por parte del DPX, aumentando la sefial de fluorescencia
(Smolarsky et al, 1977). En esta tesis por tanto se ha determinado la capacidad de
liberacion de ambas moléculas debido tanto a la accién de la toxina salvaje ACT como

del mutante PF en liposomas de diferentes composiciones lipidicas.

Las cinéticas de liberacidn se realizaron en un espectrofluorimetro FluoroLog-3 (HORIBA,
Japon), incubando diferentes concentraciones de toxina con una concentracion final de
100 uM de liposomas con ambas moléculas encapsuladas (apartado 2.3.1.1) en
constante agitacion a 37°C en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM
CaCly, pH 8). El registro de fluorescencia se realizd excitando la mezcla a 355 nm vy
recogiendo la emisién de fluorescencia a 520 nm, con las aperturas de ambos
monocromadores fijados en 5 nm. Las cinéticas se realizaron durante 30 minutos y

constaron de 3 partes (Figura 2.5):

e El registro de la fluorescencia basal (Fo) de la muestra antes de la adicion de la
toxina durante el primer minuto.

o El registro de la fluorescencia una vez afiadido el agente permeabilizador
durante los siguientes 28 minutos.

e La fluorescencia emitida tras la adicién del detergente Triton X-100 durante el
ultimo minuto, a una concentracidon en la que las vesiculas se solubilizan al

completo (F1oo).
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Para determinar el porcentaje de liberacidn final se utiliza la siguiente ecuacién
% Liberacién = (Ff— Fo) / (Floo - Fo) x 100

donde Fs representa la fluorescencia registrada en el minuto anterior a la adicién del

detergente.
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Figura 2.5. Representacion esquematica del ensayo de liberacién de contenidos fluorescentes.
Inicialmente los liposomas contienen las moléculas ANTS y DPX encapsulados, provocando la
atenuacion del ANTS por parte del DPX. La adicion del agente litico permeabilizaria la membrana
de la vesicula liberando ambas moléculas, cuya dilucién en el medio exterior produciria un
incremento en la emision de fluorescencia del ANTS.

2.4.2. Movimiento transmembrana de fosfolipidos (Flip-flop)

El ensayo para determinar el movimiento transmembrana de lipidos estd basado en el
fenédmeno de la transferencia de energia de resonancia de Forster o FRET (Férster
Resonance Energy Transfer). Este fendmeno se basa en el solapamiento del espectro de

emisién de un fluoréforo con el espectro de excitaciéon de otro cuando estan muy
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proximos entre si. De esta manera es posible excitar la fluorescencia del primero

(donador) y registrar la fluorescencia emitida por el segundo (receptor) (Forster, 2012).

En este caso el donador es la molécula 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl (NBD) unida a
un fosfolipido inicialmente localizado en la monocapa interna de la membrana mientras
que el receptor es la rodamina, la cual esta Unida a un anticuerpo presente fuera de la
vesicula. Cuando ocurre un movimiento transmembrana algunos de los lipidos con NBD
unido se trasferirdn a la monocapa externa, pudiendo interactuar con la rodamina unida

al anticuerpo (Contreras et al, 2003).

Para preparar LUVs marcados con NBD-PE en su membrana interna se prepard una
mezcla de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, Avanti Polar Lipids, AL,
EEUU) con un 0,6% de concentracién molar de NBD-PE (N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-
4-yl)-1,2-dihexadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, Thermo Fisher Scientific,
MA, EEUU) siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.3.1.1. Estos liposomas
fueron tratados con ditionito de sodio (Sigma Aldrich, MO, EEUU) para eliminar por
oxidacion la fluorescencia del NBD de la membrana externa, eliminando posteriormente
el exceso de ditionito pasando la preparacién de LUVs por una columna PD10 con resina
Sephadex G-25 (GE Heathcare, Reino Unido) equilibrada con tampdn de liposomas (150
mM NaCl, 20 mM Tris, pH 8).

Para la determinacién del posible movimiento de los lipidos de una capa a otra se
incubaron 100 uM de LUVs con 100 nM de toxina (relacion lipido:proteina:lipido 1000:1)
en tampdn de hemolisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl;, pH 8) en constante
agitacién a 37°C. Cada cinco minutos durante media hora se recogieron alicuotas de 50
pl de la suspensién, incubdndolas con 1 pl de rodamina conjugada a un anticuerpo
(Tetramethylrhodamine Goat Anti-Mouse I1gG (H / L), Thermo Fisher Scientific, MA,
EEUU) en agitacién, la cual es impermeable a la membrana, en tampdn de hemélisis y
se realizaron espectros en un espectrofluorimetro FluoroLog-3 (HORIBA, Japdn) con la
excitacion fijada en 460 nm y recogiendo la emisién entre 510 y 640 nm, con las
aperturas de los monocromadores tanto de excitacién como de emision fijadas en 5 nm.
Adicionalmente se utilizd un filtro de 515 nm en el monocromador de emision para

evitar la contribucién de la luz dispersada.
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2.4.3. Union de toxina a LUVs determinada mediante FRET

En esta tesis se ha estudiado la transferencia de energia (explicada previamente en el
apartado 2.4.2) entre la fluorescencia intrinseca de la toxina y una sonda fluorescente
unida a fosfolipidos presentes en la bicapa de membranas modelo para analizar la unién
de la proteina hacia una membrana. Por tanto, como donador se ha utilizado la propia
fluorescencia intrinseca de la toxina debido a los triptdéfanos y tirosinas presentes en su
secuencia aminoacidica, mientras que el receptor sera el pireno, el cual estara presente
en las membranas de vesiculas unido a una fosfatidiletanolamina. Dado que el FRET se
basa en las interacciones de corto alcance (20-30 A) entre el donador y aceptor la
disminucion de la seial de la fluorescencia intrinseca indicara la unién de la proteina a

las membranas de las vesiculas (Qin et al, 2004).

Para esta tesis se ha utilizado el protocolo descrito por Ray y cols. (2012), adaptado en
nuestro laboratorio, para estudiar las caracteristicas de unién de la toxina a vesiculas de
diferentes composiciones lipidicas. Para ello se incubaron diferentes concentraciones de
liposomas (apartado 2.3.1.1) con un 1% de concentracion molar de una
fosfatidiletenolamina marcada con pireno (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamine-N-(1-pyrenesulfonyl), Avanti Polar Lipids, AL, EEUU) con una
concentracion estatica de toxina durante 5 minutos a 37°C con una agitacién constante.
Tras la incubacién se realizaron espectros de cada muestra en un espectrofluorimetro
FluoroLog-3 (HORIBA, Japdn), excitando la muestra a 290 nm y recogiendo la sefial de

emisién entre 300 y 500 nm, fijando la apertura de ambos monocromadores en 3 nm.

El analisis de los datos se realizd tal y como se ha descrito previamente, utilizando para
el calculo de las constantes de disociacion (Kp) de cada curva la siguiente ecuacion (Qin
etal, 2004):

[P]

K ° [L]
=N 12775

donde & representa la fraccion de lipido presente en la membrana externa de una
vesicula de 100 nm de didmetro, N el nimero de moléculas que toman parte en la union,
[L]1/2 la saturacidon media de la proteina en su unién ala membranay [P] la concentracion

de proteina.
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2.4.4. Permeabilizacion de GUVs determinada mediante microscopia

confocal

Una de las aplicaciones mas obvias de los GUVs es su uso como sistema modelo para el
estudio de ciertas propiedades fisicoquimicas de las membranas bioldgicas, ya sea
estudiando las propiedades mecanicas de la membrana, la formacion de dominios
lipidicos, la dinamica de los lipidos, el aumento del grosor de la membrana, asi como
procesos de fision y fusién. Sin embargo, la aplicacion mas utilizada de este tipo de
vesiculas se encuentra en el campo de las proteinas de membrana, siendo como
requisito indispensable que la proteina de interés se pueda reconstituir en el GUV. La
ventaja de los GUVs frente a los LUVs radica en la posibilidad de poder visualizar
directamente esos procesos asi como la realizacién de analisis cuantitativos gracias a su

mayor tamano (Walde et al, 2010).

En esta tesis se han utilizado los GUVs para visualizar y cuantificar la permeabilizacion
de vesiculas de diferentes composiciones lipidicas incubadas con toxina frente a
dextranos de diferentes tamafios hidrodindmicos mediante microscopia confocal. La
visualizacién se realizd en cdmaras previamente bloqueadas durante 20 minutos a
temperatura ambiente con BSA libre de acidos grasos a una concentracion de 10 mg/ml
y posteriormente lavadas con tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM
CaCly, pH 8). En cada una de ellas, en un volumen final de 400 pul, se mezclaron 4 pl de
dextranos unidos a FITC de un stock a 10 mg/ml, toxina a la concentracion deseada y 80
pl de GUVs marcados con rodamina (apartado 2.3.1.2) en tampdn de hemédlisis. Los
experimentos se realizaron en un microscopio confocal Nikon Eclipse TE-2000 (Nikon,
Japon) activando dos canales: un primer canal excitando a 488 nm y recogiendo la senal
con el detector de 515/30 nm para visualizar los dextranos y un segundo canal excitando
a 561 nm y recogiendo la fluorescencia emitida con el detector a 593/40 nm para la
visualizacidn de la rodamina presente en la membrana de las vesiculas. Para determinar
el porcentaje de permeabilizaciéon se compard la sefial emitida por los dextranos del
interior de las vesiculas con la fluorescencia presente fuera de ellas, utilizando para la

cuantificacion el software Fiji (GNU General Public License).
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2.5. DICROISMO CIRCULAR

La luz polarizada plana estd integrada por dos componentes polarizados circulares de
igual magnitud, uno rotando en sentido de las agujas del reloj (hacia la derecha o R) y
otro al contrario (hacia la izquierda o L). El dicroismo circular (circular dichroism o CD)
se refiere a la absorcion diferencial entre los dos componentes. Si al atravesar una
muestra los componentes L y R no son absorbidos o lo son al mismo nivel, la
combinacion de ambos componentes generard una radiacidon polarizada en el plano
original. En cambio, si L y R son absorbidas a distintos niveles, la radiacion resultante
poseera una polarizacidn eliptica. Por tanto, una sefial de CD sera observada cuando un
cromdéforo sea quiral u épticamente activo cuando se de alguna de las siguientes
condiciones: (a) sea intrinsecamente quiral debido a su estructura, (b) esté
covalentemente unida al centro quiral de la molécula, o (c) esté colocada en un plano
asimétrico respecto a la estructura tridimensional adoptada por la molécula. Para la
medicion de dicroismo circular se utilizan espectropolarimetros, instrumentos capaces
de medir la diferencia en absorbancia entre los componentes polarizados circulares Ly

R (AA = AL— Ag), generando datos en forma de elipticidad (6) en grados (Kelly et al, 2005).

El dicroismo circular es un método excelente para la determinacién de la estructura
secundaria de las proteinas, asi como su pérdida debido a procesos de
desnaturalizacién. Cuando los croméforos de las amidas del polipéptido de las proteinas
estdn alineados en una matriz, su transicidn éptica se desplaza o se divide en multiples
transiciones debido a esas interacciones. El resultado se traduce en espectros de CD, los
cuales son caracteristicos para cada uno de los diferentes elementos estructurales:
mientras que las proteinas a-hélice se observan bandas negativas a 222 nm y 208 nm
asi como una banda positiva a 193 nm, en el caso de las proteinas con hojas-3
antiparalelas expresan bandas negativas a 218 nm vy positivas a 195 nm, mientras que
las proteinas desordenadas presentan una baja elipticidad por encima de 210 nm vy

bandas negativas cerca de 195 nm (Greenfield, 2006).

En esta tesis se ha utilizado el analisis mediante dicroismo circular para analizar la
estabilidad estructural frente al incremento de la temperatura de las toxinas incubadas

con liposomas de diferentes composiciones lipidicas.
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2.5.1. Preparacion de muestras

Se midieron dos tipos de muestra: proteina en solucidn y proteina unida a membranas
de liposomas. En el caso de la proteina en soluciéon se mantuvo la toxina en tampdn de
hemolisis (150 mM NacCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH 8) durante 10 minutos a 4°C para
que ésta recuperara su conformacion nativa, tras lo cual se centrifugd la mezcla a 14000
xg durante 10 minutos a 4°C, recuperando el sobrenadante para su posterior andlisis.
Para la proteina unida a membranas se incubaron los liposomas (apartado 2.3.1.1) con
toxina durante 30 minutos a 37°C. En ambos casos, terminada la incubacidon se
centrifugd la muestra a 14000 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente,

reteniendo el sobrenadante para su andlisis por dicroismo circular.
2.5.2. Medicion de muestras

Para la medicion se utilizé un espectropolarimetro JASCO J-810 Spectropolarimeter
(JASCO, MD, EEUU). Se realizaron dos tipos de experimento: espectros y rampas de
temperatura. En el caso de los espectros se incubaron las muestras de 20°C a 90°C
realizando espectros cada 2,5°C en el rango de 200 nm a 400 nm, recogiendo para cada
espectro datos cada 0,2 nm a una velocidad de 100 nm/min. Para las rampas de
temperatura se calentaron las muestras de 20°C a 90°C a una velocidad de 1°C/min,

recogiendo datos cada 0,2°C a una longitud de onda fija establecida en 222 nm.

2.6. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es una técnica analitica y preparativa basada en el uso de sondas
fluorescentes que tienen una especificidad estructural y/o funcional. Esta tecnologia
presenta ventajas importantes respecto a otras técnicas fluorométricas, entre ellas la
posibilidad de hacer medidas rapidas de particulas o células. Las medidas se hacen
individualmente en células intactas de poblaciones homogéneas o heterogéneas de

células vivas o fijadas (Maftah et al, 1993).

La adquisicién de datos se hace a través de unas lentes colocadas alrededor del punto

de andlisis que recogen la luz que proviene de las células como resultado de su
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iluminacion por los laseres. Normalmente hay dos lentes, las cuales recogen la luz que
emite cada célula a medida que pasa por el punto de analisis dando cada una de ellas

una sefal distinta (Givan, 2011):

e Laprimerade las lentes se encuentra en sentido directo respecto a la trayectoria
del haz del I3ser. Esta lente enfoca la luz a un fotodiodo que tiene enfrente una
reja bloqueadora en una posicidon en la que es capaz de bloquear el laser.
Unicamente la luz que ha sido refractada cuando pasa a través de una particula
va a ser desviada lo suficiente de su direccidon original para evitar la reja,
pudiendo llegar a la lente y ser registrada. Una célula con una gran area
refractara una mayor cantidad de luz hacia el fotodetector, por lo que este valor
proporciona informacion sobre el tamafio de la particula. Esta luz que se recoge
se denomina forward scatter light (FSC).

e La segunda de las lentes se encuentra en un dangulo recto respecto a la
trayectoria del haz del laser (ortogonal). Esta lente recoge la luz que ha sido
difractada hacia angulos anchos. Cuantas mas irregularidades tenga la superficie
de la célula mayor cantidad de luz serd difractada hacia esos angulos. La

informacién recogida por esta lente se denomina side scatter light (SSC).

Tanto el FSC como el SSC se recogen en tubos fotomultiplicadores (PMT, Photomultiplier
Tube), pero para registrar la luz fluorescente (FL, fluorescence light) emitida por las
células analizadas se necesitan detectores y PMT adicionales. La deteccidon de la luz
fluorescente es similar a la deteccion del SSC pero con la adicién de una serie de filtros
y espejos disenados para que éstos transmitan y reflejen luz de longitudes de onda
especifica. La luz multicolor de una muestra se emite lateralmente hacia una serie de
PMT, cuyo numero varia dependiendo del citdmetro de flujo. Cada PMT mediante una
serie de filtros y espejos recoge una longitud de onda de emisién especifica. Como se
necesitan multiples laseres de excitacidén para excitar un alto rango de fluorocromos
(cada uno con su propia longitud de onda de excitacidon y emision) los citdmetros suelen
tener diferentes laseres. Las células, por tanto, pasan por cada uno de los laseres y los
fotodetectores se colocan espacialmente para que cada detector (PMT) recoja la luz

excitada con los diferentes laseres (Wagonner, 2001).
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El citdmetro de flujo utilizado en esta tesis (BD FACS Calibur, BD Biosciences, NJ, EEUU)
tiene dos laseres (uno que excita a 488 nmy otro a 633 nm) y, aparte de los detectores

de FSCy SSC, cuatro detectores:

e FL1: recoge a 530 nm la fluorescencia excitada a 488 nm.
e FL2: recoge a 585 nm la florescencia excitada a 488 nm.
e FL3: recoge a 670 nm la fluorescencia excitada a 633 nm.

e FL4: recoge a 661 nm la fluorescencia excitada a 633 nm.

En esta tesis se ha utilizado la técnica de citometria de flujo por una parte para
determinar la permeabilizacidn de los macréfagos J774A.1 hacia el ioduro de propidio y
por otra parte para determinar la externalizacidon de fosfatidilserina en macréfagos de

la misma linea celular.

2.6.1. Determinacion de la permeabilizacion de la membrana de

macroéfagos mediante ioduro de propidio

El ioduro de propidio (Propidium lodide, Pl) es una molécula fluorescente pequeiia que
se une al DNA pero que carece de la capacidad de transportarse pasivamente hacia el
interior de células con sus membranas plasmaticas intactas. Por tanto, el anadlisis de la
absorcién de Pl por parte de las células se puede utilizar para cuantificar la
permeabilizacién de las células debido a lesiones presentes en sus membranas celulares

(Crowley et al, 2016).

En esta tesis se ha utilizado el analisis de absorcion de Pl para determinar la
permeabilizacién causada por la ACT en células. Para ello se utilizaron macroéfagos
J774A.1 confluentes preincubados durante 1 hora con medio DMEM sin suero a 37°C,
los cuales se trataron con 20 nM de ACT a la misma temperatura durante los tiempos
establecidos. Terminada la incubacion se realizaron 3 lavados con PBS frio con 5 mM de
EDTA, seguido de una incubacion con DMEM sin suero suplementado con PI (Sigma
Aldrich, MO, EEUU) a una concentracion de 1 mg/ml durante 5 minutos a 37°C, tras lo
cual se retird el medio y se realizaron otros 3 lavados adicionales con PBS frio con 5 mM
de EDTA para eliminar el Pl no absorbido. Por ultimo, se levantaron las células y se

analizé la fluorescencia emitida por el ioduro de propidio de cada muestra en el
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citometro. Para calcular el porcentaje de permeabilizacion de las células se relativizaron
los datos de media geométrica (Gm) de la fluorescencia de las muestras con toxina con

la obtenida en las células control sin ella.

2.7. TECNICAS INMUNOLOGICAS

2.7.1. Transferencia de proteinas e inmunodeteccion

La transferencia de macromoléculas (proteinas o dacidos nucleicos) a membranas
microporosas es un proceso denominado blotting, término que abarca tanto el spotting
(deposicion manual de una muestra) como la transferencia desde geles de acrilamida.
Las proteinas que se resuelven mediante electroforesis son habitualmente transferidas
a soportes de membranas adsorbentes bajo la influencia de una corriente eléctrica,
proceso conocido como Western Blot (WB). La utilizaciéon posterior de anticuerpos
especificos para reconocer las proteinas (sobre todo las poco abundantes) que se han
transferido a la membrana se conoce como inmunoblotting, técnica que tiene una
amplia aplicacién en el campo de la bioquimica y la biologia molecular. La eficiencia de
la transferencia de las proteinas a una membrana depende sobre todo de la naturaleza
del gel, la masa molecular de las proteinas que se quieran transferir y el tipo de

membrana microporosa (Kurien et al, 2009).

En esta tesis se han utilizado dos tipos de transferencias a membranas de nitrocelulosa:

la transferencia semiseca y la transferencia humeda.
2.7.1.1. Transferencia semiseca

En una trasferencia semiseca el sandwich de gel y membrana se coloca entre dos placas
de acero inoxidable o grafito con electrodos de carbén, formando un campo eléctrico
uniforme en toda la superficie. Las ventajas de este tipo de transferencia radican en que
se pueden transferir varios geles a la vez y que se necesita un menor voltaje para la

transferencia de las proteinas a la membrana (Kurien et al, 2006).

En esta tesis se ha utilizado esta técnica para la transferencia de proteinas que

previamente se han sometido a un proceso de electroforesis desnaturalizante SDS-
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PAGE. Se colocd el gel sobre una membrana de nitrocelulosa (Protran BA83
Nitrocellulose Blotting Membrane, 0.2 um, 82 mm, GE Healhcare, IL, EEUU) v,
recubriendo a ambos lados, 4 papeles de filtro (Grade 3MM Chr Blotting Paper, GE
Healthcare, IL, EEUU) por cada lado. Todos los componentes fueron previamente
empapados en tampdn de transferencia semiseca (30 mM glicina, 50 mM Tris, 0,0375%
p/v SDS, 20% v/v metanol, pH 9,2). Este sandwich se colocé posteriormente en un
equipo de transferencia semiseca (Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-Rad, CA,
EEUU) y se aplicdé una voltaje constante de 15 V durante 40 minutos a temperatura
ambiente. Terminada la transferencia se procedié a lainmunodeteccidn de las proteinas

de interés (apartado 2.7.1.3).
2.7.1.2. Transferencia humeda

En este trabajo se ha utilizado el protocolo descrito inicialmente por Towbin y cols.
(1979) adaptado en nuestro laboratorio. Este tipo de transferencia se ha utilizado para
la transferencia de proteinas separadas mediante electroforesis nativa a membranas de

nitrocelulosa.

Se colocé el gel encima de una membrana de nitrocelulosa (Protran BA83 Nitrocellulose
Blotting Membrane, 0.2 um, 82 mm, GE Healhcare, IL, EEUU) y se colocaron 3 papeles
de filtro (Grade 3MM Chr Blotting Paper, GE Healthcare, IL, EEUU) y una esponja a cada
lado, todos empapados en tampdn de transferencia humeda (386,4 mM glicina, 47,9
mM Tris, 0,1% p/v SDS 20% v/v metanol). Este sandwich se colocé posteriormente en
un Mini Trans-Blot® Cell (Bio-Rad, CA, EEUU), se colocd en una cubeta con buffer de
transferencia humeda junto con un bloque de hielo y se le aplicd un amperaje constante
de 190 mA por cada gel durante 3 horas a 4°C. Para determinar la correcta transferencia
de las proteinas se tifid la membrana con rojo Ponceau (apartado 2.2.2.4.3), marcando
las bandas del marcador molecular, y se procedio a la inmunodeteccién de las proteinas

de interés (apartado 2.7.1.3).
2.7.1.3. Inmunodeteccion mediante anticuerpos

Las técnicas de inmunodeteccién (immunoblotting) se basan en el uso de anticuerpos
especificos para identificar proteinas diana entre una mezcla de proteinas. Las proteinas

son separadas mediante una electroforesis y transferidas a una membrana,
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normalmente de nitrocelulosa, la cual sufre tres procesos diferentes. En el primero de
ellos se bloquea la membrana para evitar interacciones inespecificas de los anticuerpos
que se utilizardan posteriormente. En el segundo la membrana se cubre con un
anticuerpo primario para el reconocimiento de la proteina de interés, mientras que en
el tercer y ultimo paso se utiliza un anticuerpo secundario marcado con una enzima o

radioisétopo que reconoce el anticuerpo primario (Magi et al, 2005).

En esta tesis, antes de empezar con el bloqueo se realizaron tres lavados de las
membranas con TBST (0,1% Tween-20 (p/v), 150 mM, 10 mM Tris, pH 7,5). Para el
bloqueo se incubaron en agitacion las membranas con una solucién de leche en polvo al
5% en TBST (p/v) durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion se afiadio el
anticuerpo especifico de la proteina de interés a la solucion mencionada previamente,
incubando las membranas o/n en agitacion a 4°C. Al dia siguiente se realizaron 3 lavados
con TBST para eliminar el exceso de anticuerpo, procediendo a continuacién a la
incubacién de las membranas con el anticuerpo secundario en una mezcla de leche en
polvo al 5% en TBST (p/v) en agitacién a temperatura ambiente durante 1 hora. Tras la
incubacién se realizaron otros 3 lavados con TBST para eliminar el anticuerpo no unido
y se incubaron las membranas con una solucién de luminol (SuperSignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate, Thermo Fisher Scientific, MA, EEUU). Esta solucién serd
oxidada por la peroxidasa presente en el anticuerpo secundario, emitiendo luz en el
proceso. La deteccidn de la sefial se realizé en un instrumento myECL™ Imager (Thermo

Fisher Scientific, MA, EEUU).

2.7.2. Cuantificacion de cAMP por ELISA

Para determinar la cantidad de cAMP intracelular generado en células por la toxina se
sembraron células J774A.1 en placas de 96 pocillos. Una vez confluentes, se reemplazé
el medio de cultivo por Opti-MEM (Invitrogen, MA, EEUU) suplementado con 2 mM
CaCl; y tras una hora de incubacion a 37°C se incubaron las células con toxina 5 nM
durante 30 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de incubacidn se centrifugd la placa a 600
xg durante 10 minutos a 4°C para sedimentar las células, se eliminé el sobrenadante y
se afiadié 0,1 M HCl con 0,3% Tritdn X-100 (p/v) durante 10 minutos a RT para lisar las

células. Una vez lisadas las células se centrifugd de nuevo la placa a 600 xg durante 10
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minutos a 4°C para sedimentar los restos celulares y se recogio el sobrenadante, en el
cual se calculd la concentracion de cAMP siguiendo el protocolo proporcionado por la
casa comercial (cCAMP ELISA kit, Enzo Lifesciences, NY, EEUU). Adicionalmente, la
concentracion de proteina de cada muestra se determind mediante BCA (apartado

2.2.4).

En el caso de la concentracion de cAMP generado por la toxina en solucién se incubd 1
nM de toxina en presencia de 2 nM de calmodulina y 5 mM de ATP en un tampdn
consistente en 30 mM Tris, 20 mM MgCl, y 100 uM CaCl, a pH 8 durante 10 minutos a
37°C en agitacion constante. Para la cuantificacion de cAMP generado por la reaccion se

utilizo el kit comercial mencionado anteriormente.

2.8. CULTIVOS CELULARES

2.8.1. Cultivos de células eucariotas

2.8.1.1. Células J774A.1 (ATCC® TIB-67")

Linea celular establecida en 1976 por Ralph y cols. que consiste en monocitos-
macrofagos obtenidos a partir de linfomas histiociticos de raton (Mus musculus). Esta
linea celular se caracteriza por la expresién del receptor del complemento 3 (CR3) y del
receptor Fc de alta afinidad para IgG1 (FcyR1). Asi mismo, las células J774A.1 son activas
en la fagocitosis dependiente de anticuerpo, exhiben una baja citdlisis y sintetizan
grandes cantidades de lisozima asi como de interleucina 1 beta (IL1B). Por ultimo, el

tiempo de duplicacién de la poblacién es de aproximadamente 17 horas (Figura 2.6).

El cultivo de esta linea celular se hizo en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle
Medium, Low Glucose 1000 mg/I, Sigma Aldrich, MO, EEUU) suplementado con un 10%
de suero fetal bovino (FBS, Lonza, Bélgica) inactivado térmicamente durante 50 minutos,
con penicilina y estreptomicina a una concentracién de 100 U/ml y 100 pg/ml
respectivamente y 4 mM de L-glutamina (Pen Strep Glutamine, Invitrogen, MA, EEUU).
Para facilitar su crecimiento las células de esta linea se mantuvieron a 37°C, con un 5%

de CO; y un 90% de humedad.
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ATCC Number: TIB-67
Designation:  J774A.1

Low Density Scale Bar = 100pm

Figura 2.6: Cultivo de macréfagos J774A.1. En la figura se representan imdagenes obtenidas
mediante microscopia éptica tanto de cultivos de baja densidad celular (panel de la izquierda)
como de cultivos de alta densidad celular o confluentes (panel de la derecha). Las imagenes han
sido proporcionadas por ATCC.

2.8.2. Ensayo de viabilidad celular o citotoxicidad

La enzima lactato deshidrogenasa (LDH, lactate dehydrogenase) es una proteina
citosdlica que cataliza la conversidn de piruvato a lactato en presencia de NADH. Las
células que tienen su membrana danada liberan la enzima LDH al medio extracelular, la
cual puede detectarse mediante diferentes kits comerciales (Specian et al, 2016). Dado
gue la LDH cataliza la reduccidn de NAD* a NADH en presencia de lactato, este kit mide
la formacion de NADH mediante una reaccion acoplada en la que la sal de tetrazolium
INT se reduce hasta formar formazdn rojo, el cual se puede medir

espectrofotométricamente a 490 nm.

En esta tesis se ha utilizado la actividad LDH para examinar la capacidad citotdxica de la

toxina ACT y de los mutantes PF, S606A y D1079A. Para determinar la cantidad de LDH
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liberada al medio extracelular se sembraron macrdfagos J774A.1 en placas de 96
pocillos. Una vez confluentes y una hora antes de realizar el ensayo, se reemplazé el
medio de cultivo por Opti-MEM suplementado con CaCl; a una concentracion final de 2
mM. La adicién de diluciones seriadas 1:2 de toxina se realizé sobre las propias células,
incubandolas durante 2 horas a 37°C. Las muestras control de liberacién completa de
LDH se prepararon rompiendo las células mecdnicamente. Terminada la incubacién se
centrifugd la placa a 400 xg durante 5 minutos a 4°C para sedimentar las células y se
recogid el sobrenadante para calcular la actividad LDH siguiendo las indicadores del kit
comercial (CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega, WI, EEUU). Los

resultados se expresaron mediante la siguiente ecuacion:

% Citotoxicidad = (Absago muestra — Absago blanco) / (Absago control 100% - Absago
blanco) x 100
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Capitulo 3

Estudio sobre el
mecanismo de
translocacion del
dominio catalitico



3.1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha determinado que multitud de toxinas bacterianas poseen
diversas actividades lipasas intrinsecas que ayudan en los procesos citotéxicos
producidos por estas proteinas. Estas actividades enzimadticas pueden ser diversas,
describiéndose desde actividades fosfolipasa A hasta actividades fosfolipasa C pasando

por actividades esfingomielinasas.

Dentro de este grupo de las toxinas con actividades fosfolipasa A existen diferentes
ejemplos. La toxina ExoU de Pseudomonas aeruginosa por ejemplo tiene una actividad
fosfolipasa A; que contribuye a la muerte necrética, permeabilizacion celular y la rdpida
propagacion de la bacteria (Sato et al, 2004), mientras que la actividad fosfolipasa A1 de
la toxina VipD de Legionella pneumophila altera la composiciéon de los endosomas
catalizando la disminucidn de PI(3)P de una forma dependiente de Rab5, bloqueando de
este modo la fusidn de los endosomas con las vacuolas que contienen la bacteria (Gaspar

etal, 2014).

Anteriormente, nuestro laboratorio describié que la interaccién de la toxina ACT con
membranas modelo produce estructuras lipidicas temporales no-lamelares de
geometrias que se asemejan a fases invertidas cubicas, provocando en el proceso un
movimiento transmembrana (flip flop) de los lipidos entre la bicapa lipidica de las
membranas (Martin et al, 2004). Este movimiento transmembrana puede ocurrir por
diversos motivos, desde el movimiento espontaneo de los lipidos entre las dos bicapas
gue conforman las membranas hasta la insercién de moléculas ajenas a la membrana
(lipidos, proteinas, detergentes...), incluyendo la generacion enzimatica de lipidos en

una de las bicapas de la membrana (Contreras et al, 2010).

El objetivo de este capitulo por tanto es determinar la existencia de una posible actividad
lipasa de la toxina adenilato ciclasa (ACT) de la bacteria Bordetella pertussis, asi como su
posible involucracion en el movimiento transmembrana descrito por nuestro grupo

anteriormente y su contribucidn a los efectos citotdxicos producidos por la toxina.
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3.2. RESULTADOS

3.2.1. Determinacidn de las actividades fosfolipasa A1 y Az in vitro

Tras una incubacion de la ACT con liposomas con las composiciones lipidicas adecuadas
in vitro y realizando posteriormente una separacién de lipidos mediante cromatografia
de capa fina (TLC) con la mezcla de disolventes correspondiente no se observaron
bandas correspondientes a ceramida ni diacilglicerol, por lo que en principio se

descartaron las actividades esfingomielinasa y fosfolipasa C respectivamente.

En cambio, al realizar una separacion de los lipidos en una placa de TLC tras incubar
liposomas de POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) con diferentes
concentraciones de toxina durante 30 minutos a 37°C se visualizaron bandas con un R
(Ratio of Front) parecido al observado en el patrén de los acidos grasos libres, cuya
intensidad aumentaba cuanta mas toxina se afiadiera a los liposomas de POPC (Figura
3.1A). Estos datos indicaron que la toxina podria interaccionar con los lipidos de una
bicapa lipidica de una forma en la que la ACT hidroliza el enlace éster de los acidos grasos
de la primera, segunda o ambas posiciones de los fosfolipidos, liberando acidos grasos
libres en el proceso. Adicionalmente, al incubar liposomas con otros posibles substratos
hidrolizables por una actividad fosfolipasa A como DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine) y DMPG (1,2-
dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)) se observaron bandas con diferentes
intensidades que correspondian a los acidos grasos libres (Figura 3.1B). Todos estos
datos parecen indicar que la toxina adenilato ciclasa posee una actividad fosfolipasa A
intrinseca, dado que en las mezclas Unicamente se afiadiod toxina a las vesiculas, sin

presencia de proteinas ni enzimas adicionales.
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Figura 3.1: Analisis de la generacién de acidos grasos libres mediante cromatografia de capa
fina. En los graficos se muestra la intensidad relativa de las bandas correspondientes a los acidos
grasos libres respecto al control (liposomas sin toxina) producidos tras la accidn de actividad
fosfolipasa A de la ACT sobre liposomas. La separacién de los lipidos se realizé tras la incubacién
durante 30 minutos a 37°C en agitacién de 250 uM de liposomas de POPC (1-palmitoyl-2-oleoy!-
sn-glycero-3-phosphocholine) con diferentes relaciones proteina:lipido (A) o con 250 uM de
liposomas de DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine), DOPE (1,2-dioleoyl-sn-glycero-
3-phosphoethanolamine) o DMPG (1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-(1'-rac-glycerol)) con
250 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:1000) (B).

Esta posible actividad fosfolipasa A de la toxina adenilato ciclasa se confirmé mediante
experimentos de ensayo acoplado con la enzima lipoxigenasa. Esta enzima reacciona
con los acidos grasos que poseen una estructura especifica generando hidroperéxido en
el proceso, cuya aparicién se puede registrar a 234 nm. En la figura 3.2 se observa que
tras la adicion de la toxina a liposomas de DLPC (1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine), PLPC (1-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) y PAPC (1-
palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphocholine) se registré una rapida aparicién
de hidroperdxido en la mezcla durante los primeros minutos, manteniéndose los valores
de absorbancia estables durante el resto de la cinética de 2 horas. Estos datos indicarian
qgue la generaciéon de 4acidos grasos libres producidos por la ACT es rapida,
produciéndose esa actividad fosfolipasa A durante los primeros instantes tras la
interaccion de la toxina con las membranas lipidicas. Adicionalmente, dado que en el
caso de los liposomas de PLPC y PAPC los lipidos que los componen el acido graso que
reconoce la lipoxigenasa (acido linoleico y acido araquiddnico) se encuentra en la

segunda posicion se puede deducir que la ACT posee por lo menos actividad fosfolipasa
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Az; aunque el hecho de que en liposomas de DLPC, con ambos acidos grasos siendo
reconocibles por la enzima, se obtengan valores de absorbancia mayores no se puede

descartar que la toxina posea igualmente actividad fosfolipasa A1.

A

0,05

0 10 20 30 40 50 &0 10 a0 90 100 110 120
Time (min)
——DLPC ——PLPC PAPC

Figura 3.2: Cinéticas de ensayo acoplado con lipoxigenasa para la determinacion de presencia
de acidos grasos libres. En esta grafica se representan cinéticas de 2 horas a 37°C registrando la
aparicion de hidroperéxido mediante absorbancia a una longitud de onda de 234 nm. La adicién
de 65 nM de ACT a 65 uM de liposomas (relacion proteina:lipido 1:1000) se realizé a los 5
minutos de comenzar la medicidn.

Para determinar si esa actividad fosfolipasa de la toxina es A1 o A; se incubaron
liposomas de POPC con toxina durante 30 minutos a 37°C y tras la extraccidon de los
lipidos se realizé un analisis mediante espectrometria de masas de la fase orgénica. La
eleccién de POPC como substrato se realizé para poder diferenciar entra las actividades
fosfolipasa A1 y A, dado que en caso de poseer la primera de ellas se liberaria acido
palmitico mientras que en el caso de la segunda apareceria un pico en el espectro de
masas correspondiente al acido oleico. Al analizar los cromatogramas de las muestras
incubadas con toxina se observaron picos de mayor intensidad en los iones del acido
palmitico (Figura 3.3A) y acido oleico (Figura 3.3B) respecto a la muestra control (sin
toxina). Este aumento de ambos acidos grasos estuvo acompafiado con la disminucion
del ion correspondiente al fosfolipido completo (Figura 3.3C), dado que a medida que
se da la hidrolisis del POPC daria como producto lisofosfolipidos por una parte y los

acidos grasos por otra, desapareciendo el substrato original. Estos datos de
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Figura 3.3: Identificaciéon de los componentes producidos por la actividad fosfolipasa A de la
ACT por UHPLC/MSE. Se identificaron los productos de la reaccidn in vitro mediada por la
actividad fosfolipasa A de la toxina incubando liposomas de POPC (1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine) con la toxina ACT mediante la cromatografia liquida de alta eficacia
y la adquisicion simultanea de la masa exacta de los lipidos a energias de colisién alta y baja
(UHPLC/MSE). En esta figura se representan los espectros de masa UHPLC-ESI-MSE de los iones
(A) m/z 255,2330 [Palmitic acid-H]-, (B) m/z 255,2330 [Oleic acid-H]- y (C) m/z 760.5851
[PC(16:0/18:1)+H]+ en presencia (linea roja) o ausencia (linea verde) de la toxina.

Para analizar adicionalmente ambas actividades se recurrio a los substratos
fluorogénicos PED-A1 y PED6. Ambos substratos son fosfatidiletanolaminas modificadas
con la sonda BODIPY FL® anclada en el primer (PED-A1) o en el segundo (PED6) acido
graso y un grupo dinitrofenilo en la cabeza polar que provee el quenching
intramolecular. En caso de producirse la hidrdlisis del 4cido graso marcado debido a una
actividad fosfolipasa A1 o A, se eliminaria esa atenuacién y se incrementaria la emisiéon

de fluorescencia del fluoréforo a 515 nm.

En el caso de la actividad fosfolipasa A1 se prepararon liposomas con una composicion
lipidica de DOPC:PED-A1 a una relacion molar de 8:2 y se registrd la fluorescencia

emitida a 515 nm tras la adicidn de la toxina a diferentes concentraciones. Se observéd
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un aumento de fluorescencia con el tiempo a 515 nm con el tiempo respecto a la
obtenida en los liposomas sin tratar tras la adicidn de la proteina a diferentes relaciones
molares proteina:lipido (Figura 3.4A), asi como una correlacidn positiva entre la
fluorescencia registrada tras 30 minutos de incubacién y la concentracién de toxina
afiadida (Figura 3.4B). Estos datos indicarian que la ACT posee actividad fosfolipasa A,
donde el corte del dcido graso de la primera posiciéon se produce muy rdpido en el
tiempo, y que ésta es dependiente de la concentracién. Como control positivo se afadid
una fosfolipasa A1 de Thermomyces lanuginosus (Sigma Aldrich, MO, EEUU) a una
concentracion final de 0,25 pug/ml, obteniendo valores relativos de fluorescencia a 515

nm de 3,066+0,046 (DE) respecto al control.

A 1,8 B 1,8

o i
ee®® °m®0°°° i T

1,4 4

1,2 4

‘ : T
1,2 e
Lo ‘ 1,0 4
1,1
..0000000000.0.0000.00.00.000. L I I

1@ 0,0
0 5 10 15 20 25 30 Control 0,5nM 1nM 25nM 5nM 10nM 20nM 40nM
Time (min)
@1:250 @ 1:500 @ 1:1000 ® 1:2000 ® 1:4000 @ 1:10000 @ 1:20000

Relative Fi (515 nm)
L
(o]
Relative Fi (515 nm)

Figura 3.4: Determinacion de la actividad fosfolipasa A; de la toxina adenilato ciclasa mediante
el substrato fluorogénico PED-AL. Se incubaron 10 uM de liposomas de DOPC:PED-A1l a una
relacion molar 8:2 con diferentes concentraciones de ACT a 37°C en constante agitacion,
excitando la muestra a 480 nm, recogiendo espectros de fluorescencia entre 490 y 650 nm cada
minuto durante 30 minutos y relativizando los valores obtenidos a 515 nm (fluorescencia de
emisidon maxima) respecto al tiempo 0 (vesiculas sin toxina). En esta grafica se representa por
una parte las cinéticas de fluorescencia relativa (A) de liposomas incubados con 40 nM de ACT
(relacion proteina:lipido 1:250), 20 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:500), 10 nM de ACT
(relacién proteina:lipido 1:1000), 5 nM de ACT (relacidon proteina:lipido 1:2000), 2,5 nM de ACT
(relacion proteina:lipido 1:4000), 1 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:10000) y 0,5 nM de
ACT (relacién proteina:lipido 1:20000); y por otro los valores finales de fluorescencia relativa
respecto al control tras 30 minutos de incubacion (B).

115




En cuanto a una posible actividad fosfolipasa A;, se prepararon liposomas de DOPC:PED6
a la misma concentracion molar que en el caso del substrato PED-A1 y se incubaron con
el mismo rango de concentraciones de toxina a 37°C en agitacion. Al igual que con la
fosfolipasa A1 la hidrdlisis del acido graso de la segunda posicion aumenta con el tiempo,
aungue la mayor parte de la liberacidn se da en los primeros momentos tras la adicién
de la toxina (Figura 3.5A). Adicionalmente, el procesamiento del acido graso es
igualmente dependiente de la concentracion de toxina afiadida a las vesiculas (Figura
3.5B). En el caso de la hidrélisis del substrato PED6, como control positivo se aifiadié 0,25
ug/ml de fosfolipasa A, (phospholipase A, from honey bee venom, Sigma Aldrich, MO,
EEUU), obteniendo valores relativos de fluorescencia a 515 nm respecto al control sin

toxina de 2,896+0,078 (DE).
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Figura 3.5: Determinacion de la actividad fosfolipasa A, de la toxina adenilato ciclasa mediante
el substrato fluorogénico PEDG6. Se incubaron 10 uM de liposomas de DOPC:PED6 a una relacién
molar 8:2 con diferentes concentraciones de ACT a 37°C en constante agitacidon, excitando la
muestra a 480 nm, recogiendo espectros de fluorescencia entre 490 y 650 nm cada minuto
durante 30 minutos y relativizando los valores obtenidos a 515 nm (fluorescencia de emisidn
maxima) respecto al tiempo O (vesiculas sin toxina). En esta grafica se representa por una parte
las cinéticas de fluorescencia relativa (A) de liposomas incubados con 40 nM de ACT (relacién
proteina:lipido 1:250), 20 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:500), 10 nM de ACT (relacion
proteina:lipido 1:1000), 5 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:2000), 2,5 nM de ACT (relacién
proteina:lipido 1:4000), 1 nM de ACT (relacion proteina:lipido 1:10000) y 0,5 nM de ACT
(relacién proteina:lipido 1:20000); y por otro los valores finales de fluorescencia relativa
respecto al control tras 30 minutos de incubacién (B).
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Observando conjuntamente los datos de fluorescencia relativos tras 30 minutos de
incubacién se puede determinar que la toxina adenilato ciclasa posee actividad
fosfolipasa A1 y Az, con mayor preferencia hacia la hidrélisis del acido graso de la primera
posicidon en comparacion con el de la segunda posicion (Figura 3.6A). Asi mismo, al
analizar los cambios de fluorescencia a 515 nm con el tiempo tras la adicién de
diferentes concentraciones de toxina, se pudo determinar que la hidrdlisis del substrato
fluorogénico PED-A1 se satura a concentraciones menores de toxina en comparacion
con la del substrato PED6, tal y como se observa en la figura 3.6B, obteniendo unos
valores de ECso de 2,42 nM y 12,85 nM para las actividad fosfolipasa A; y fosfolipasa Az
respectivamente, confirmando esa mayor preferencia por el acido graso de la primera

posicion.
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Figura 3.6: Comparacion de las actividades fosfolipasa A; y A> de la ACT. En laimagen se pueden
observar los valores de fluorescencia relativa tras 30 minutos de incubacion de 10 nM de ACT
con 10 pM de liposomas de DOPC con un 20% de concentracion molar de substrato fluorogénico
(PED-A1 o PED6) A 37°c (A), asi como el aumento de la fluorescencia con el tiempo,
AAbssishm/t(min) respecto a la concentracién de toxina afiadida (B).

3.2.2. La actividad fosfolipasa de la ACT es similar a las fosfolipasas tipo

patatin

Para determinar de entre todos los tipos de fosfolipasas A con cual tiene mayor
homologia la actividad de la ACT se realizé una alineacién de secuencia aminoacidica

mediante el programa Clustal Omega con secuencias conocidas de diferentes
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fosfolipasas A. Esta alineacion dio como resultado una alineacién altamente conservada
con la diada catalitica serina/acido aspartico de las fosfolipasas tipo patatin, consistente
en un motivo hidrolasa G-X-S-X-G/S caracteristico de las esterasas y un segundo motivo
D-X-G/A (Rydel et al, 2003). La alineacién de las secuencias indicaron que la serina 606
y el acido aspartico de la posicién 1079 de la toxina ACT estan altamente conservados

respecto a la diada catalitica presente en las fosfolipasas de este tipo (Figura 3.7).

Serine hydrolase motif

G-X-5-X-G/S
Bordetella pertussis, ACT (ACUB1101.1) 597 TSGLOQVAGASAGAAAGALAAAL 618
Legionella pneumophila, VipD (AAX07464.1) 58 KNLTHVSGASAGAMTASILAVG 78
Pseudomonas aeruginosa, ExoU (AAC16023.1) 136 RS—-—--MSGSSAGGITAALLASG 154
Ricketsia prowazekii, RP534 (NP _220907.1) 90 DNVEKAVAGSSVGAITAAVVALG 111
Bacillus anthracis Ames, BA1992 (AAP25883.1) 29 YEWERVAGTSAGSITIAALLAAG 51
Bacillus anthracis Ames, BA4137 (AAP27862.1) 32 IPIHLIAGSSMGALVGTFYAAS 53
Bacillus anthracls Ames, BA0745 (AAP24756.1) 31 LYFPYVIGVSAG---ACHAASY 52

f

Active site serine

D-X-G/A
Bordetella pertussis, ACT (ACU81101.1) 1075 SNQLDGGAGVDTVEKY 1089
Legionella pneumophila, VipD (AAX07464.1) 278 EYTADGGILDNMPET 292
Pseudomonas aeruginosa, ExoU (ARC16023.1) 340 TEFQDGGVMIN-VPV 353
Ricketsia prowazekii, RP534 (NP _220907.1) 260 KKYVDGGYRDNIPTK 275
Bacillus anthracis Ames, BA1992 (AAP25883.1) 182 CYMVDGGILSNYPIW 196
Bacillus anthracis Ames, BAR4137 (AAP27862.1) 159 RLLVDGGV-IDRIPV 173
Bacillus anthracis Ames, BA0745 (AAP24756.1) 157 KQLLDGGIS-DPIPV 171

f

Active site aspartate

Figura 3.7: Alineacion de la secuencia de aminoacidos de la toxina adenilato ciclasa de
Bordetella pertussis con otras secuencias de proteinas con actividad fosfolipasa de tipo patatin
conocida. Entre paréntesis se indica el nimero de acceso en la base de datos de National Center
for Biotechnology Information (NCBI, MD, EEUU).

Para confirmar esta homologia se utilizd la molécula MAFP, un inhibidor selectivo,
irreversible y dirigido hacia el centro catdlitico. Este inhibidor actta sobre las fosfolipasas
A; citosélicas (cPLA;) del grupo IV, asi como de fosfolipasas A, independientes de calcio
(iPLA;) y fosfolipasas A1, en forma de enzima acil intermediaria andloga al acido
araquidonico, uniéndose irreversiblemente a la serina catdlitica (Lio et al, 1996). Asi
mismo este inhibidor ha sido utilizado en otras toxinas bacterianas para suprimir su
actividad fosfolipasa A, como es el caso de la toxina ExoU de Pseudomonas aeruginosa

(Benson et al, 2010).
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Para determinar esa posible inhibicion que se da en el resto de toxinas se incubaron 10
UM de liposomas de DOPC con un 20% de concentracidn molar del substrato
fluorogénico PED-A1 con 10 nM de ACT (relacién proteina:lipido 1:1000) en presencia
de distintas concentraciones del inhibidor MAFP. Al observar las cinéticas de
fluorescencia relativa se observé una disminucion de fluorescencia proporcional a la
concentracion de inhibidor presente en la mezcla (Figura 8A). Asi mismo, tras 30
minutos de incubacidn se observaron inhibiciones del 60% de la actividad en relaciones
toxina:inhibidor de 10:1, llegando a inhibiciones casi completas en condiciones
saturantes del inhibidor respecto a la proteina (Figura 3.8B). Estos datos confirmarian
que la responsable de la actividad fosfolipasa de la toxina adenilato ciclasa es una serina

catalitica presente en la secuencia aminoacidica de la ACT.
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Figura 3.8: Inhibicion de la actividad fosfolipasa A; de la ACT en presencia del inhibidor MAFP.
Se ha determinado el efecto de diferentes concentraciones del inhibidor sobre la actividad
fosfolipasa A; de 10 nM de ACT al incubarlos con 10 uM de liposomas de DOPC:PED-A1 a una
relacion molar 8:2. Los datos se representaron en fluorescencia relativa registrada a 515 nm
respecto al control en funcién del tiempo (A) o porcentaje de actividad a los 30 minutos de
incubacién respecto a la actividad registrada por la ACT sin inhibidor (B).

Una vez realizada la alineacidon de secuencias y tras la identificacién mediante la
inhibiciédn quimica por MAFP de una serina como responsable de la actividad fosfolipasa

A de la ACT se procedié a la mutagenesis de los aminoacidos indentificados como
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responsables de la actividad fosfolipasa para determinar si en realidad son los que
catalizan la hidrdlisis de los acidos grasos. Para ello se sustituyeron tanto la serina de la
posicién 606 como el dcido aspartico de la posicion 1079 por una alanina, dando como

resultado el mutante S606A y el mutante D1079A.

Primero se caracterizd la actividad fosfolipasa A1 del mutante S606A in vitro utilizando
para ello los liposomas de DOPC con un 20% de substrato fluorogénico PED-A1 o PEDS,
incubando estas vesiculas con diferentes concentraciones del mutante S606A a 37°Cy
registrando el aumento de fluorescencia a 515 nm. El aumento de la seiial registrada a
515 nm se ve inhibido casi completamente en el caso del mutante S606A, tanto para la
actividad fosfolipasa A1 (Figura 3.9A) como para la A; (Figura 3.9B). Comparando estos
datos con los valores obtenidos para la toxina salvaje se puede concluir que la mutacién
de la serina de la posicién 606 de la toxina adenilato ciclasa produce un mutante que no
es capaz de hidrolizar los acidos grasos ni de la primera ni de la segunda posicidon de una
forma eficiente, obteniendo inhibiciones entre un 60 y un 80% tanto para la actividad

fosfolipasa A1 (Figura 3.9C) como A; (Figura 3.9D).
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Figura 3.9: Determinacion de la actividad fosfolipasa A del mutante S606A. Se incubaron 10
KM de liposomas de DOPC una concentracion molar de PED-A1 o PED6 a una relacion molar 8:2
con diferentes concentraciones de S606A a 37°C en constante agitacion, excitando la muestra a
480 nm, recogiendo espectros de fluorescencia entre 490 y 650 nm cada minuto durante 30
minutos y relativizando los valores obtenidos a 515 nm (fluorescencia de emisién maxima)
respecto al tiempo 0 (vesiculas sin toxina). En esta grafica se representan las cinéticas de
fluorescencia relativa de liposomas incubados con 40 nM de S606A (relacidn proteina:lipido
1:250), 20 nM de S606A (relacién proteina:lipido 1:500), 10 nM de S606A (relacién
proteina:lipido 1:1000), 5 nM de S606A (relacién proteina:lipido 1:2000), 2,5 nM de S606A
(relacidn proteina:lipido 1:4000), 1 nM de S606A (relacidn proteina:lipido 1:10000) y 0,5 nM de
S606A (relaciéon proteina:lipido 1:20000) para el substrato PED-A1 (A) y PED6 (B), asi como los
porcentajes de actividad fosfolipasa A; (C) y A; (D) respecto a los obtenidos por la toxina salvaje.

En cuanto a la actividad fosfolipasa mostrada por el mutante D1079A, en cambio, no se
observaron reducciones en la hidrdlisis de los substratos fluorogénicos PED-A1 (Figura

3.10A) ni PED6 (Figura 3.10B), manteniendo casi intacta la capacidad de hidrélisis de
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ambos Jacidos grasos. Asi mismo, la mayor parte del aumento en la sefial de
fluorescencia se da en el primer minuto tras la adicion de la proteina, por lo que tampoco
se observaron cambios drasticos en las cinéticas de corte respecto a las de la toxina
salvaje. En consecuencia, la mutagénesis del dcido aspartico de la posicion 1079 provoca
inhibiciones de alrededor del 30%, siendo la maxima inhibicidn en torno al 40%, en el
caso de la hidrdlisis del primer acido graso en todo el rango de concentraciones
estudiado (Figura 3.10C); mientras que en el caso de la actividad fosfolipasa A, ésta se
mantiene casiintacta en torno al 80-90% de actividad en comparacién con la ACT (Figura

3.10D).
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Figura 3.10: Determinacidn de la actividad fosfolipasa A del mutante D1079A. Se incubaron 10
UM de liposomas de DOPC una concentracion molar de PED-A1 o PED6 a una relacion molar 8:2
con diferentes concentraciones de D1079A a 37°C en constante agitacidn, excitando la muestra
a 480 nm, recogiendo espectros de fluorescencia entre 490 y 650 nm cada minuto durante 30
minutos y relativizando los valores obtenidos a 515 nm (fluorescencia de emisién mdxima)
respecto al tiempo 0 (vesiculas sin toxina). En esta gréafica se representan las cinéticas de
fluorescencia relativa de liposomas incubados con 40 nM de D1079A (relacidn proteina:lipido
1:250), 20 nM de D1079A (relacién proteina:lipido 1:500), 10 nM de D1079A (relacién
proteina:lipido 1:1000), 5 nM de D1079A (relacién proteina:lipido 1:2000), 2,5 nM de D1079A
(relacion proteina:lipido 1:4000), 1 nM de D1079A (relacién proteina:lipido 1:10000) y 0,5 nM
de D1079A (relacién proteina:lipido 1:20000) para el substrato PED-A1 (A) y PED6 (B), asi como
los porcentajes de actividad fosfolipasa A; (C) y A, (D) respecto a los obtenidos por la toxina
salvaje.

Por ultimo se analizé el efecto del calcio en la actividad fosfolipasa de la toxina. En la

figura 3.11 se puede observar que, observando los valores de fluorescencia relativa tras
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30 minutos de incubacién, a concentraciones de calcio mayores a 1 mM la actividad
ocurre al maximo tanto para la toxina salvaje como para el mutante D1079A, actividad
gue se encuentra ligeramente reducida para ambas proteinas a 0,5 mM de CaCl,. Por
otra parte, la falta de calcio anula completamente la capacidad hidrolitica de ambos
acidos grasos. En el caso del mutante de la serina de la posicidon 606 en todo el rango de

concentraciones de calcio las actividades fosfolipasa A1 y Az se encuentran inhibidas.

Relative F, (515 nm)
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Figura 3.11: Efecto del calcio en la actividad fosfolipasa A de la ACT. Se incubaron 10 uM de
liposomas de DOPC con un 20% de concentracion molar de los lipidos fluorogénicos PED-A1 (A)
o PED6 (B) en tampdn con diferentes concentraciones de calcio (0 mM, 0,5 mM, 1 mMy 10 mM
CaCly) y 10 nM de ACT o los mutantes S606A y D1079A (relacién proteina:lipido 1:1000). En la
grafica se representan los valores de fluorescencia relativa a 515 nm respecto al control
(vesiculas sin toxina) tras 30 minutos de incubacién en constante agitacién a 37°C.

3.2.3. Caracterizacion de la actividad fosfolipasa de la ACT in vivo

A continuacién se verificd si la actividad fosfolipasa de la ACT descrita in vitro se observa
también in vivo mediante la cuantificacién de la generacién de acidos grasos libres en
macroéfagos J774A.1 marcados con acido araquidénico tritiado tras una incubacion de
10 minutos a 37°C con la toxina. Se observé que las células tratadas con la toxina
presentaban entre 2 y 2,5 veces mas cantidad de acidos grasos que las células control
gue no habian sido tratadas con la toxina. Por otra parte, tanto la toxina preincubada
con el inhibidor MAFP como el mutante inactivo S606A presentaron una reduccién

importante en la generacion de acidos grasos, con valores relativos alrededor de 1,5

124



>

Relative fatty acid generation

N
[

g
<}

-
(o]

1,0 A

(Figura 3.12A). Dado que este aumento de la generacién del lipido puede deberse a la
activacion de fosfolipasas A intracelulares por parte de la entrada de calcio producida
por la ACT (Fiser et al, 2007; Martin et al, 2010) se analizd la posible generacion de acidos
grasos en células preincubadas con una mezcla del inhibidor irreversible de fosfolipasas
A; citosdlicas, fosfolipasas A, independientes de calcio y fosfolipasas A1 MAFP y del
inhibidor de fosfolipasas A, secretoras LY311727. En estas condiciones que observé un
aumento sobre 1,7 veces de la presencia de acidos grasos libres respecto a las células
sin toxina, aumento que dada la inhibicién de las fosfolipasas intracelulares solo puede
atribuirse a una generacion por parte de la ACT, mientras que en las células incubadas
con la toxina tratada con MAFP o el mutante no se observd ninguna generacién de

acidos grasos, obteniendo valores similares a los de las células sin tratar (Figura 3.12B).
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Figura 3.12: Generacion de acidos grasos in vivo en macréfagos J774A.1. Se incubaron
macréfagos marcados radioactivamente con acido araquiddnico tritiado con 20 nM de ACT, ACT
preincubada con el inhibidor MAFP (ACT-MAFP) o el mutante S606A durante 10 minutos a 37°C,
tras lo cual se extrajeron los lipidos, se separaron los lipidos por TLC, se rascé la banda
correspondiente a los acidos grasos y se llevd la muestra al contador de centelleo. En la grafica
se presentan la cantidad de acidos grasos presentes en cada muestra relativizados respecto al
control (células sin toxina) en células sin tratar (A) o tratadas previamente (B) durante 30
minutos con 25 uM de MAFP y 25 uM de LY311727 a 37°C.

Con estos datos junto con los obtenidos en membranas modelo se puede establecer que
la toxina adenilato ciclasa posee una actividad fosfolipasa A1 y Az tanto in vitro como in
vivo, donde el residuo responsable de esta actividad es la serina de la posicién 606, la

cual se puede inhibir tanto quimicamente como por mutaciones puntuales.
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3.2.4. Estudio de las implicaciones de la actividad fosfolipasa en la

capacidad citotoxica de la toxina adenilato ciclasa

Antes de comenzar con los estudios se realizaron dos comprobaciones previas: la
primera de ellas seria analizar los posibles cambios en la estructura secundaria de la
proteina, mientras que la segunda consistiria en comprobar si tras la purificacion de las
toxinas existen contaminantes que puedan ser las causantes de la actividad fosfolipasa
(como por ejemplo las fosfolipasas intracelulares presentes en las bacterias E. coli desde

las que se purifica tanto la toxina como ambos mutantes).

Para comprobar si las sustituciones de la serina de la posicién 606 y el acido aspartico
de la posicion 1079 por alanina altera la estructura secundaria de la toxina se comparod
el espectro de dicroismo circular de la ACT con los obtenidos de los mutantes S606A y
D1079A en solucién. En la figura 3.13 se puede observar que la mutagénesis de esos
aminodcidos no altera la estructura de la toxina. Asi mismo, la urea en que se encuentra

la toxina purificada no contribuye a la absorbancia registrada.

[6] x 1073 (deg cm? dmol?)

200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

ACT
................. SGOGA
—————— D1079A
SR —— Urea

Figura 3.13: Andlisis de la estructura secundaria de la ACT, los mutantes S606A y D1079A y la
urea mediante dicroismo circular. En la figura se representan los espectros de las tres toxinas y
la urea en tampdn de hemdlisis tras una incubacion de 1 UM de cada proteina durante 10
minutos a 4°C.
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En cuanto al analisis de los posibles contaminantes que se hayan podido mantener a lo
largo de la purificacidn, se realizd un gel SDS-PAGE cargando la proteina purificada para
determinar su pureza. Tras la tincién de Coomassie se pudo observar que tanto la ACT
como los mutantes S606A y D1079A tienen una alta pureza, sin apenas contaminantes.
Por otra parte, el mutante de la serina parece presentar un tamafio aparente muy
parecido al de la toxina salvaje ACT, mientras que en el mutante del acido aspartico se
observé una pequefia reduccion de su masa molecular respecto a la de las otras dos

proteinas (Figura 3.14).

ACT S606A  D1079A
250kDa - —— PR
150kDa
100kDa
75kDa
50kDa

Figura 3.14: Gel SDS-PAGE al 8,5% de acrilamida de la ACT y los mutantes S606A y D1079A.

Terminadas las comprobaciones se procedié al analisis de los posibles cambios en la
actividad de la toxina debido a las mutaciones de la serina de la posicién 606 y el acido
aspartico de la posicidon 1079. Primero se analiz6 si existen diferencias en la insercion de
los mutantes S606A y D1079A en monocapas de DOPC en comparacion con la toxina
salvaje. Se observé que la presion lateral critica del mutante de la serina (mt lateral
critica=27,897) y el acido aspartico (m lateral critica=27,237) no mostraban diferencias
significativas respecto a la registrada por la ACT (mt lateral critica=27,335), indicando una

interaccion con membranas lipidicas muy parecidas (Figura 3.15).
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Figura 3.15: Isotermas An-Tunicial de la ACT y los mutantes S606A y D1079A para monocapas de
DOPC. En la figura se representa los cambios en la presion lateral (Amn) respecto a diferentes
presiones iniciales (Minicial) tras la adicion de 250 nM de ACT o los mutantes S606A y D1079A a
monocapas de DOPC preparadas en tampdn de hemdlisis a 37°C.

Una vez hechas esas dos comprobaciones se procedié al estudio de los posibles efectos
causados por la sustitucion de la serina y el dcido aspartico en la actividad de la toxina.
Primero se procedié al analisis de la actividad hemdlitica de los mutantes S606A vy
D1079A para comprobar si existen cambios respecto a la observada en la toxina salvaje.
Para ello se analizé la turbidez de una suspensioén de eritrocitos mediante el registro de
la absorbancia a 700 nm: en caso de existir actividad hemolitica por parte de la toxina o
sus mutantes los eritrocitos se romperian disminuyendo la turbidez de la mezcla. En la
figura 3.16 se puede observar que el mutante D1079A presenta una actividad hemolitica
casi completamente inhibida respecto a la toxina salvaje en todo el rango de
concentraciones estudiado. En el caso del mutante de la serina 606 se pudo determinar
gue a altas concentraciones presenta cinéticas de hemalisis comparables a las de la ACT,
mientras que en el otro extremo presenta cierta inhibicién de la hemdlisis a bajas
concentraciones. En el rango intermedio, en cambio, tras dos horas de cinética la

absorbancia registrada en la suspensién con el mutante S606A es parecida a la
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registrada por la ACT, pero el perfil de la cinética se ve alterado, siendo ésta algo mas

lenta en comparacién con registrada por la toxina salvaje.
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Figura 3.16: Cinéticas de hemdlisis en eritrocitos de carnero. Se afiadieron eritrocitos de
carnero hasta obtener una absorbancia de 0,6 a 700 nm en tampdn de hemdlisis. La toxina se
afiadié a los 5 minutos de comenzar la medida, manteniendo la mezcla en agitacidon a una
temperatura de 37°C constantes. En la figura se representan las siguientes condiciones: (A) 250
nM de toxina, (B) 100 nM de toxina, (C) 50 nM de toxina, (D) 25 nM de toxina, (E) 10 nM de
toxina y (F) 5 nM de toxina. En azul se representa la ACT, en rojo el mutante S606A y en verde

el mutante D1079A.

Posteriormente se estudid si las sustituciones por alanina de ambos aminoacidos

responsables de la actividad fosfolipasa alteran la capacidad citotéxica de la toxina. Para

ello se incubaron macrdfagos J774A.1 con diluciones seriadas de la ACT y cada uno de
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los mutantes y se midid la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH). Tras dos horas de
incubacién se pudo observar que al igual que con la actividad hemolitica en eritrocitos,
la capacidad citotdxica del mutante D1079A se encontraba completamente inhibida en
todo el rango de concentraciones. En el caso del mutante S606A, por otra parte, a altas
concentraciones de toxina (por encima de aproximadamente 15 nM) los valores de
liberacion de LDH son iguales a los producidos por la toxina sin mutar. En cambio, a
medida que baja la concentracidén de toxina la mutagénesis de la serina de la posicién
606 produce cada vez una mayor inhibicidn de la citotoxicidad producida por la toxina.
Por ultimo, se observd que la toxina inhibida quimicamente con el inhibidor de
fosfolipasas MAFP presenta un perfil citotdxico parecido al registrado por el mutante
S606A (Figura 3.17). Por tanto, estos datos de citotoxicidad junto con los de la actividad
hemolitica indican que a bajas concentraciones la toxina necesita de la actividad

fosfolipasa para producir sus efectos citotoxicos.
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Figura 3.17: Ensayo de citotoxicidad de la ACT, la toxina salvaje preincubada con el inhibidor
MAFP y los mutantes S606A y D1079A en macrdéfagos J774A.1. Se incubaron las células J774A.1
con diluciones seriadas 1:2 de toxina durante 2 horas a 37°C. Los valores de citotoxicidad se
expresaron como porcentaje de LDH liberado al medio extracelular.

Como se ha mencionado anteriormente nuestro laboratorio ha descrito previamente
gue la ACT produce el movimiento transmembrana de los lipidos (o flip flop) entre las
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dos membranas de la bicapa lipidica. Asi mismo, se ha descrito en la literatura que las
actividades enzimaticas pueden producir este movimiento. Por tanto, dado que se
obtuvo un mutante de la toxina adenilato ciclasa carente de actividad fosfolipasa se
estudio su efecto en el flip flop para averiguar si ésta es la causante. Para ello se
prepararon liposomas de DOPC marcados con la sonda fluorescente NBD unida a una
fosfatidiletanolamina en la capa interna, los cuales se incubaron con la toxina. En caso
de ocurrir un movimiento transmembrana parte de ese lipido marcado pasaria a la capa
externa que, al reaccionar con la rodamina que se encuentra conjugada a un anticuerpo
gue se anade a la mezcla, daria lugar a un proceso de FRET disminuyendo la emision de
fluorescencia del NBD a 545 nm y aumentando la de la rodamina a 575 nm. En la figura
3.18A se puede observar como en presencia de ACT el ratio 545/575 disminuye con el
tiempo respecto al control, indicando que la ACT estd produciendo un movimiento
transmembrana de los lipidos. En cambio, al incubar con los mutantes S606A y D1079A
se puede observar como no existe ese proceso de flip flop, obteniendo ratios parecidos
a los del control sin toxina en todo el rango temporal analizado. Por tanto, se puede
concluir que el movimiento transmembrana de la toxina esta producida por su actividad
fosfolipasa. Para confirmar esta inhibicidon se incubaron los liposomas marcados con
NBD con ACT en presencia del inhibidor MAFP. En la figura 3.18B se aprecia que el flip
flop producido por la toxina salvaje sufre una mayor inhibicién cuanta mayor

concentracion del inhibidor se afiada a la mezcla.
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Figura 3.18: Movimiento transmembrana (flip flop) de lipidos por parte de la toxina. En la
figura se representa los cambios de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo NBD como ratio
de las de las intensidades a 545/575 nm. Se incubaron 100 uM de liposomas de DOPC con un
0,6% de concentracion molar de NBD-PE con 100 nM (relacion proteina:lipido 1:1000) de ACT o
de los mutantes S606A y D1079A en tampdn de hemdlisis durante 30 minutos a 37°C (A) o con
100 nM de ACT en presencia del inhibidor MAFP a diferentes concentraciones (B).

Por ultimo, se cuantificé la generacién de AMP ciclico (cAMP) producido por la toxina
salvaje, la toxina preincubada con el inhibidor MAFP y los mutantes de la serina 606 y el
acido aspartico 1079 en macréfagos J774A.1 para comprobar si la actividad fosfolipasa
de la toxina esta involucrada en la translocacién del dominio catalitico. En la figura 3.19A
se puede observar que la incubacién de las células con la toxina inhibida quimicamente
y ambos mutantes presentan una significativa reduccion del cAMP producido por el
dominio catalitico respecto a la ACT, indicando una probable implicacién de la actividad
fosfolipasa en la translocacién del dominio AC. Para excluir que la incubacion con el
inhibidor o que las mutaciones de la serina o del acido aspartico afectan al dominio
catalitico de la toxina y eso se traduzca en la ausencia de produccion de cAMP
intracelular se realizd un ensayo de generacidn de las toxinas en solucidn en presencia
de 5 mM de ATP. Tras una incubacién de 10 minutos se observé que los valores de cAMP
presentados tanto por la toxina preincubada como por los mutantes S606A y D1079A

son similares a los obtenidos por la toxina salvaje (Figura 3.19B), por lo que se puede
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deducir que ninguna de las alteraciones quimicas o mutagénicas afectan al dominio AC

de la toxina.
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Figura 3.19: Generacion de cAMP en macrdéfagos J744A.1 y en solucidn. Representacién de los
valores de cAMP obtenidos tras la incubacion de células J774A.1 con 20 nM de ACT, ACT
preincubada con MAFP o los mutantes S606A y D1079A durante 30 minutos a 37°C (A) o en
solucidn tras 10 minutos de incubacién de 1 nM con 5 mM ATP a 37°C en constante agitacion

(B).

Resumiendo los datos obtenidos por los mutantes S606A y D1079A se puede determinar
gue el mutante de la serina 606 de la secuencia aminoacidica de la toxina carece tanto
de la actividad fosfolipasa A1 como de la Ay, lo cual afecta tanto a su capacidad de mover
lipidos entre las dos bicapas lipidicas que conforman las membranas (flip flop) asi como
a su capacidad citotdxica a concentraciones menores de 2 nM, seguramente debido a
su menor capacidad de generar cAMP en macréfagos J774A.1. El resto de pardmetros
(insercién en membranas, capacidad hemolitica, generacion de cAMP en solucién vy
citotoxicidad a concentraciones mayores a 2 nM) se mantienen intactas o casi
inalteradas. Por otra parte, la mutaciéon del acido aspartico de la posicién 1079 por
alanina abroga la hemdlisis, la citotoxicidad, el movimiento transmembrana de lipidos y
la generacién de cAMP en células, manteniendo casi intactas ambas actividades
fosfolipasa asi como su insercién en membranas y la generacidn de cAMP en solucién

(Tabla 3.1).
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Tabla 3.1: Comparacion de la citotoxicidad de la ACT y los mutantes S606A y D1079A. En la
tabla se resumen las diferentes actividades citotéxicas de las tres toxinas. Los simbolos +, ++,
+++ y ++++ corresponden los valores 0-25%, 25-50%, 50-75% y 75-100% respectivamente
relativos al efecto observado en la toxina salvaje, siendo ésta en todos los pardmetros el 100%.

PLA; PLA; Membrane | Flip . - cAMP in | cAMP in
. . . . . . Hemolysis Cytotoxicity ]
activity activity | insertion | flop solution cells
ACT ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++
S606A + + ++++ + +++4+ 0-2nM * ++++ ++
22 nNM  ++/++++
D1079A +++ ++++ ++++ + + + ++++ +

3.3. DISCUSION

En esta tesis se ha descrito por primera vez que la toxina adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis posee una actividad lipasa intrinseca, siendo ésta una actividad fosfolipasa A,
la cual es capaz de hidrolizar tanto el acido graso de la primera posicién como el de la
segunda. Esta actividad se ha caracterizado tanto en procesos in vitro, mediante el
analisis en membranas modelo (cromatografia en capa fina, ensayo acoplado con la
enzima lipoxigenasa, espectrometria de masas y substratos fluorogénicos), como in vivo
en macrofagos J774A1 (ensayo de radioactividad). En este trabajo se ha determinado
que esta actividad novel estd directamente relacionada con el mecanismo de
translocacién del dominio catalitico, proceso de gran importancia en los efectos

citotoxicos producidos por la toxina.

Aun asi no es la primera vez que se descubre que una toxina bacteriana posee esta
actividad enzimatica capaz de hidrolizar los acidos grasos de los fosfolipidos, dado que
son procesos que se han estudiado en otras proteinas bacterianas, como son los casos
de la toxina ExoU de Pseudomonas aeruginosa y la toxina VipD de Legionella

pneumophila.

En el caso de la toxina ExoU de Pseudomonas aeruginosa se trata de una citotoxina de
tipo Il de aproximadamente 74 kDa con una actividad fosfolipasa A conferida por la
diada catalitica S142/D344 cuya actividad permeabiliza las células, provocando su
muerte celular mediante un choque séptico (Sato et al, 2003). Esta toxina es liberada

por la bacteria mediante un sistema de secrecidn tipo Il junto con otras tres toxinas,
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cada una con actividades enzimaticas bien definidas: ExoS, ExoT (ambas enzimas
bifuncionales con actividades ADP-ribosiltransferasa que codifican proteinas
activadoras de GTPasas) y ExoY (una adenilato ciclasa). A pesar de que cada una de ellas
presenta una importancia relativa diferente, todas contribuyen en diferente grado en la

patogénesis general producida por la bacteria (Shaver et al, 2004).

Por otra parte, la toxina VipD de Legionella pneumophila se trata de una fosfolipasa A1
secretada por el sistema de secrecion tipo IV que altera la composicidn lipidica de las
membranas de endosomas tempranos, protegiendo gracias a este proceso a la bacteria
de la fusion endosomal. Esta activacién se produce tras su unién con la proteina Rab5,
previniendo que tanto Rab5 como Rab22 se unan a los efectores rabaptin-5, rabenosin-
5y EEA1, bloqueando mediante esta interaccion el trafico endosomal y la subsecuente

degradacion lisosomal (Ku et al, 2012).

A diferencia de estos dos ejemplos de toxinas bacterianas con actividades fosfolipasa A,
la toxina adenilato ciclasa de Bordetella pertussis posee todos los mecanismos
necesarios en su secuencia aminoacidica para unirse y translocar su dominio catalitico a
través de la membrana de su célula diana, sin la necesidad de proteinas auxiliares que
ayuden a completar la actividad citotoxica del patégeno. Asi mismo, no se puede
descartar que la ACT posea una actividad lisofosfolipasa adicional a las actividades
fosfolipasa A1 y A, dado que se ha observado la presencia de las tres actividades en la
proteina RP534 de Rickettsia prowazekii, proteina homadloga a la ExoU de Pseudomonas

aeruginosa (Housley et al, 2011).

Asi mismo, el descubrimiento de esta actividad enzimatica puede explicar la razén por
la cual la translocacién del dominio catalitico solo se produce a temperaturas superiores
a 15°C, dado que tal y como se ha establecido anteriormente entre las condiciones
necesarias para una correcta translocacién de ese dominio se encuentran la
temperatura y la concentracién de calcio, mientras que la unién de la toxina a bicapas
lipidicas no se ve afectado por la temperatura (Rogel et al, 1992; Otero et al, 1995). La
actividad fosfolipasa es una actividad enzimatica al fin y al cabo, y como tal la necesidad
de una temperatura minima que active la catdlisis no es un escenario irracional, tal y
como se ha visto para otras fosfolipasas A como las neurotoxinas B-bungarotoxina y

taipoxina (Fathi et al, 2013) o las fosfolipasas A de la soja (Mariani et al, 2015), cuyas
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hidrdlisis de los acidos grasos se activan por encima de 20°C en todos los casos. Asi
mismo, se ha visto que la falta de calcio inactiva la actividad fosfolipasa de la toxina, lo

cual concuerda con la inhibicidn de la translocacidn en ambientes carentes de este ion.

El andlisis de comparacidon de secuencias de aminoacidos indican que esta actividad
fosfolipasa A de la toxina es homdloga a las fosfolipasas de tipo patatin o fosfolipasas A
del grupo 1V, mas concretamente a las fosfolipasas de tipo patatin (Ghosh et al, 2006).
Estas fosfolipasas contienen los denominados dominios patatin, los cuales son
prevalentes entre las procariotas y las eucariotas. Estos dominios albergan unos pliegues
hidrolasa a/B asi como una diada catalitica serina/acido aspartico. El primero de los
aminoacidos se encuentra dentro de la secuencia hidrolasa consenso G-X-S-X-G,
mientras que el acido aspartico se encuentra en el motivo D-X-G/A (Rydel et al, 2003).
La diferencia de las fosfolipasas de este tipo con las fosfolipasas citosdlicas radica en que
mientras que las segundas tienen una alta especificidad hacia los lipidos que contienen
acido araquiddnico, las primeras son mdas promiscuas respecto al substrato y no

requieren de una activacién interfacial (Anderson et al, 2015).

Basandose en cristales y en otros experimentos bioquimicos se ha determinado que el
mecanismo de ataque consistiria en el posicionamiento de la serina catalitica cerca de
los enlaces éster. Tras la formacién del complejo enzima-substrato el acido aspartico
activa a la serina absorbiendo un protén durante el ataque nucleofilico al enlace éster.
Posteriormente se genera un intermediario serina-acilo mediante la transferencia del
protén desde el aspartico al lisofosfolipido formado. La hidrdlisis del intermediario acilo

por parte del agua ocurre a través de un mecanismo analogo (Dessen et al, 1999).

Entre las caracteristicas de esta actividad fosfolipasa A de la toxina adenilato ciclasa se
encuentra la baja especificidad de la toxina hacia el substrato a hidrolizar, lo cual
coincide con la baja especificidad manifestada por las fosfolipasas de tipo patatin. Se ha
podido observar que la liberacion de acidos grasos por parte de la toxina se produce
tanto en fosfolipidos de carga neutra (DOPC, POPE) como en lipidos anidénicos (DMPG),
aungue esa generacion se encuentra en distintos niveles dependiendo del substrato.
Esta observacion se refuerza al analizar los datos obtenidos mediante el ensayo
acoplado con lipoxigenasa, donde la hidrolisis del acido araquiddnico (acido graso

preferente para las fosfolipasas citosdlicas) en liposomas de PAPC no difiere
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significativamente de la observada en fosfolipidos con acido linoleico (liposomas de

PLPC y DLPC) como substrato a hidrolizar.

Aparte de la poca especificidad de la toxina respecto al substrato a hidrolizar, el hecho
concluyente de que la actividad fosfolipasa A de la toxina se incluya dentro de las
fosfolipasas de tipo patatin se debe a que esta actividad se ve completamente suprimida
tanto in vitro como in vivo por el inhibidor de fosfolipasas A1, A, citosélicas (cPLA2) y Az
independientes de calcio (iPLA2) MAFP, un analogo fosforado del acido araquiddnico de
la familia de los esteres organofosforados, conocidos por inhibir las serinas cataliticas
de las enzimas (Amara et al, 2012). Este inhibidor se ha utilizado para inhibir
exitosamente, al igual que en el caso de la toxina adenilato ciclasa, la actividad
fosfolipasa de otras toxinas como la toxina ExoU de Pseudomonas aeruginosa y la

proteina homdloga RP534 de Rickettsia prowazekii (Housley et al, 2011).

La alineacién de la secuencia de la toxina adenilato ciclasa con las secuencias
aminoacidicas de otras fosfolipasas de tipo patatin determind que la serina catalitica de
éstas coincide con la de la posicidon 606 de la ACT, comprendida en una serie de residuos
que coincide con el motivo hidrolasa y Unica en la secuencia de la toxina. En el caso del
segundo aminoacido, en cambio, a pesar de determinar el mayor porcentaje de
homologia en el residuo nimero 1079 y sus aminoacidos adyacentes, en la secuencia de
la toxina se pueden encontrar otros 22 puntos donde se observa la secuencia consenso
del 4cido aspartico. Por tanto, podria resultar que el 4cido aspartico 1079 no forme parte

de la diada catalitica responsable de la actividad fosfolipasa de la toxina.

La serina catalitica responsable de la actividad fosfolipasa de la toxina adenilato ciclasa
se encuentra dentro de una region hidrofébica con estructuras potencialmente
anfifilicas e hidrofdbicas, la cual es parecida a la regiéon formadora de poros de la a-
hemolisina de E. coli. Deleciones en esta region de la ACT indicarian que este fragmento
es responsable tanto del transporte del dominio catalitico como de la formacién de
poros (Benz et al, 1994). Asi mismo, la serina 606 seria el aminoacido anterior al
comienzo de la cuarta hélice a (aminoacidos 607-627) del dominio transmembrana
(Osickova et al, 1999). Por otra parte, el segundo aminoacido de la diada catalitica, el

acido aspartico de la posicién 1079, se encontraria dentro del bloque | (aminoacidos
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1006-1087) de los cinco que componen el tandem de repeticiones ricas en glicina y acido

aspartico de la region de unién a calcio (Bauche et al, 2006).

En este trabajo se han descrito las consecuencias bioldgicas de esta actividad lipasa en
la citotoxicidad producida por la ACT. Tanto la inhibicién quimica por MAFP como la
mutagénesis de la serina 606 identificada mediante alineacidn de secuencias apuntan a
gue esta actividad estd relacionada con la translocacién del dominio catalitico, dado que
ambos procesos inhiben la generacién de cAMP en macréfagos J774A.1 mientras que la
actividad hemolitica no se ve afectada, lo cual concuerda con que ambas actividades son

independientes una de la otra (Sakamoto et al, 1992).

Gracias a los experimentos de liberacidn de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) se
puede observar que la inhibicién tanto quimica como mediante mutaciones de la
actividad fosfolipasa reduce drasticamente la citotoxicidad producida por la toxina a
concentraciones bajas, mientras que a altas cantidades de toxina los porcentajes de
liberacion se igualan. Esto puede deberse a que la actividad formadora de poros tiene
una mayor importancia en ese rango de concentraciones, compensando la ausencia de
translocacion del dominio catalitico, cuya contribucién a la citotoxicidad general es
superior a bajas concentraciones de toxina (Hewlett et al, 2006). Estudios recientes
indican que analizando concentraciones de ACT en secreciones nasofaringeas de
babuinos infectados con Bordetella pertussis se obtienen valores de entre 1y 5 ng/ml,
por lo que la actividad fosfolipasa de la toxina es de vital importancia en la patogénesis

producida por la bacteria (Eby et al, 2013).

Existen evidencias de que el dominio catalitico es transportado directamente a través
de la membrana plasmatica sin necesidad de proteinas que ayuden en el proceso, lo que
provoca que la intoxicacion producida por la toxina sea rapida y el incremento de los
niveles de cAMP en el citosol se detecte en tiempos muy cortos (Ladant et al, 1999). Una
de las caracteristicas de la actividad fosfolipasa de la toxina se deduce al observar las
cinéticas de hidrdlisis de los acidos grasos, las cuales indican que es un proceso rapido.
Dado que el objetivo de la actividad fosfolipasa es translocar el dominio catalitico es
comprensible que la actividad lipasa ocurra también a tiempos cortos, tal y como se ha
descrito en este trabajo. Por tanto, eliminar mediante la hidrélisis de los fosfolipidos la

barrera que separa al dominio catalitico del compartimento intracelular es un proceso
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gue no necesitaria de proteinas adicionales que ayuden en ese proceso y explicaria a la

vez su transporte directo a través de la membrana.

Asi mismo, se ha observado que el movimiento transmembrana de lipidos se inhibe al
eliminar la actividad fosfolipasa de la toxina tanto por inhibicion quimica como por
mutagénesis. Aun asi no estd claro si el flip flop se trata de un mecanismo del que se
vale la toxina para transportar el dominio catalitico o de una consecuencia provocada
por la translocacion. A pesar de ello, la relacidon entre la translocacion del dominio
catalitico, la actividad fosfolipasa de la toxina y el flip flop se intensifica por una parte al
observar la eliminacién de los tres procesos mediante mutagénesis o inhibicidon quimica
y por otra al no existir incongruencias en los tiempos en el que los procesos ocurren,

existiendo una correlacidon temporal entre los tres.

A diferencia de los valores obtenidos con los controles positivos en liposomas de
DOPC:PED-A1/PEDSG, en el caso de la ACT se observa una saturacidn a concentraciones
altas de toxina. Esto puede deberse a una inhibicién por substrato, la cual la toxina
utilizaria como posible mecanismo autorregulatorio. Esta inhibicién puede deberse a
dos razones: (1) dado que el objetivo de la toxina es crear un mecanismo para la
translocacidn de su dominio catalitico y no hidrolizar todo el substrato disponible, una
vez translocado el dominio catalitico la ACT no tendria la necesidad de proseguir con la
actividad fosfolipasa; o (2) tras la translocacién del dominio catalitico la proteina adopta
una diferente conformacidn en la que la serina catalitica no tiene acceso al substrato

para seguir hidrolizandolo.

A pesar de la implicacion de la actividad fosfolipasa de la ACT en la translocacién del
dominio catalitico éste no parece ser el Unico requisito para que ese transporte se lleve
a cabo, dado que también es indispensable una correcta estabilidad estructural. Este
hecho se puede derivar de dos observaciones: por una parte el cambio de la serina
catalitica por una alanina reduce considerablemente los niveles de cAMP en células en
comparacion con los obtenidos por la toxina salvaje, pero no anula completamente la
generacién intracelular de esta molécula, por lo que la necesidad de condiciones
adicionales no se puede descartar. Por otra parte, el mutante D1079A, con una mutacion
dentro de la regidn de las repeticiones ricas en glicina y acido aspartico, presenta unos

niveles de cAMP comparables a los obtenidos en células sin toxina, a pesar de seguir
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manteniendo casi intacta la actividad fosfolipasa. Este dominio, cuyo analisis por
homologia sugiere que forma una estructura B-roll antiparalela, parece ser de gran
importancia debido a que la unién de calcio a este dominio confiere a la toxina una

mayor estabilidad estructural (Pojanapotha et al, 2011).

Dado que el andlisis mediante dicroismo circular no revela cambios importantes en la
estructura secundaria del mutante, se puede suponer que el cambio de acido aspartico
por alanina altera la estructura terciaria de la toxina, eliminando a su vez la capacidad
hemolitica de la proteina que, junto con la incapacidad de translocar el dominio
catalitico, anularia todos los efectos citotdxicos producidos por el mutante, tal y como
reflejan los datos de liberacion de LDH. Para el dominio de repeticiones de la a-
hemolisina de Escherichia coli, la unién a calcio a este fragmento induce un cambio
conformacional que se transmite al dominio hidrofébico N-terminal, exponiéndolo a una

correcta insercidn en la membrana (Sanchez-Magraner et al, 2007).

En el caso de la toxina VipD de Legionella pneumophila su unién a Rab5 reposiciona el
loop que obstruye el centro catalitico, exponiendo la cavidad catalitica dentro del
dominio N-terminal de la proteina y activando la hidrdlisis del dcido graso de la primera
posicién (Lucas et al, 2014). Analogamente, en el caso de la ACT podriamos estar ante
un proceso alostérico parecido, en el que el correcto plegamiento de la regién de
repeticiones provocada por el «calcio regule la actividad fosfolipasa v,
consecuentemente, la translocacién del dominio catalitico y los cambios
conformacionales derivados del proceso. Este plegamiento favoreceria el correcto
posicionamiento del dominio transmembrana, ayudando de este modo en la
translocacién del dominio catalitico. Este efecto regulatorio producido por el calcio en
el dominio hidrofébico ha sido descrito en estudios anteriores, en los que se ha
determinado que la unién a calcio modula la tendencia de la ACT a formar canales en

membranas lipidicas (Knapp et al, 2003).

El correcto plegamiento del dominio de repeticiones ricas en glicina y acido aspartico
parece necesario para el transporte del dominio catalitico a través de la membrana, pero
no para la actividad fosfolipasa dado que el mutante D1079A solo presenta una pequena
reduccion en la actividad fosfolipasa respecto a la toxina salvaje. Esto podria indicar que

en los primeros instantes del contacto de la toxina con las membranas celulares la
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actividad fosfolipasa produce todo su efecto, observacién sustentada en la rapida
hidrélisis de los acidos grasos. Tras la formacion de lisofosfolipidos la toxina posicionaria
correctamente el dominio transmembrana para llevar a cabo la translocaciéon del
dominio AC. La pequeia reduccidn observada en la hidrélisis de los acidos grasos por
parte del mutante del acido aspartico podria deberse a que el plegamiento del dominio
de repeticiones posicionaria la serina 606 para un déptimo acceso al substrato y/o
catalizar eficientemente la hidrdlisis del fosfolipido, aunque no parece ser un requisito

indispensable.

Asi mismo, observando los datos obtenidos en monocapas ni la actividad fosfolipasa ni
la estabilidad del segmento transmembrana parecen ser importantes para una correcta
interaccion membrana-toxina. Por tanto, teniendo en cuenta la rdpida generacion de
acidos grasos, se puede deducir que la actividad fosfolipasa ocurre tras la interaccién
entre la toxina y la célula, provocando la translocacion del dominio catalitico y la rapida
generacion de cAMP intracelular tras la correcta insercidon del dominio transmembrana
de la toxina. Por ultimo, la actividad fosfolipasa no parece ser indispensable para la
formacién de poros dado que el mutante S606A mantiene casi inalterada la actividad
hemolitica. Estos datos concuerdan con la dualidad presente en la ACT mencionada
anteriormente, donde las actividades hemolitica y catalitica son independientes una de

la otra.

El hecho de que la estabilidad de la regidon transmembrana sea necesaria para la
translocacién y que la serina catalitica se encuentre cerca de una posible hélice
transmembrana que podria facilitar su correcto posicionamiento para la hidrélisis del
substrato podria indicar la formacién de un poro proteolipidico o toroidal, a través del

cual se transporte el dominio catalitico hacia el citosol de las células diana.

La nomenclatura de los poros toroidales proviene de la formacién de estructuras con
forma de donut o anillos (torus) con curvatura positiva, los cuales se encuentran en
perpendicular respecto al plano de la membrana debido a la organizacion de las cabezas
polares de los lipidos. Estas estructuras permiten la formacidn de un flujo continuo de
la membrana entre una monocapa a la otra a lo largo de la superficie del poro (Gilbert
et al, 2014). Asi mismo, esta reorganizacion activa el intercambio de lipidos entre ambas

membranas (Metkar et al, 2011), posee una gran flexibilidad estructural permitiendo la
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variacion del tamano del poro (Fuertes et al, 2010) y le confiere una baja selectividad

(Terrones et al, 2004).

La formacién de poros toroidales se ha propuesto para diferentes péptidos
antimicrobianos, asi como para diferentes actinoporinas y esticolisinas. En el caso del
péptido colicina E1, por ejemplo, se ha observado que la presencia de lisofosfatidilcolina
aumenta la capacidad para formar canales por parte de la proteina gracias a la curvatura
positiva conferida por la presencia de este lipido en la membrana (Sobko et al, 2004).
Asi mismo, se ha descubierto que este péptido induce procesos de flip flop en las
membranas (Sobko et al, 2010). En este trabajo se ha descrito la formacién de
lisofosfolipidos por parte de la ACT a través de su actividad fosfolipasa A, asi como la
relacién entre esta actividad con el movimiento transmembrana de lipidos. Por lo tanto
se puede deducir que en el caso de la ACT podria ocurrir un proceso similar, donde la

generacion de este lipido favoreceria la generacién de un poro toroidal.

Se pueden diferenciar dos tipos de poros toroidales: (1) una estructura tipo matriz
formado por la intercalacion de cadenas polipeptidicas y lipidos (como en el caso de las
actinoporinas) y (2) estructura de tipo arco en el que por una parte existe una estructura
proteica que es complementada por una reorganizacion toroidal de lipidos adicional

(propuesta para la neumolisina, la perforina y la proteina Bax) (Gilbert et al, 2014).

Debido a la dualidad presente en los efectos bioldgico producidos por la toxina adenilato
ciclasa, en la que las actividades del dominio formador de poros y del dominio catalitico
son independientes una de la otra, podriamos estar hablando de una estructura
parecida a la propuesta en el segundo de los casos, en la que el dominio formador de
poros crearia una estructura proteica y paralelamente el segmento transmembrana
junto con los lipidos presentes en la membrana celular formaria una estructura toroidal

proteolipidica a través de la cual se transportaria el dominio catalitico.
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Capitulo 4

Caracterizacion de la
permeabilizacion de
l]a membrana
inducida por la
toxina adenilato
ciclasa



4.1. INTRODUCCION

Las toxinas citoliticas son producidas por una gran variedad de organismos,
particularmente por las bacterias. Estas toxinas presentan un mecanismo dual a la hora
de poner en marcha sus efectos citotdxicos: por una parte, como mecanismos ofensivos,
ayudan en la digestién o degeneracion del organismo anfitrién, mientras que por otra,
como armas defensivas, se protegen anulando los mecanismos de defensa de los
huéspedes. Las toxinas se secretan como proteinas solubles, pero una vez alcanzan el
objetivo se transforman en proteinas de membrana insertandose o translocandose ellas
mismas a través de las membranas celulares. Parece que muchas de estas toxinas
forman Unicamente poros, perturbando la barrera y permeabilizandola dirigiendo a la
célula hacia su muerte, pero existen toxinas que actuan intracelularmente, para lo que
necesitan que atravesar la membrana de la célula huésped. Para que estas toxinas que
inicialmente son solubles consigan insertarse en las membranas tienen que someterse
a una serie de cambios conformacionales que expongan o generen nuevas superficies

hidrofdbicas que le permitan penetrar en la bicapa lipidica (Alouf, 2001).

Existe una serie de pasos bdasicos involucrados en la generacién de poros por parte de
estas toxinas. Primero la toxina tiene que ser secretada, paso que puede ser realizado
mediante sistemas complejos de secrecion o mediante proteinas liticas que
permeabilizan el organismo productor de la toxina. Posteriormente las moléculas se
dirigen a las células correctas utilizando para ello mecanismos de reconocimiento por
receptores, entre los cuales se pueden englobar tanto lipidos como proteinas concretas.
Por ultimo, la concentracién de toxina en la célula diana provoca los procesos de
oligomerizacidn y de insercion en la membrana plasmatica, terminado de este modo con

el proceso de generacién de poros (Parker et al, 2005).

Tradicionalmente el estudio de las toxinas formadoras de poros se ha enfocado en Ia
relacion entre la estructura y la funcidn. A pesar de ello, las propiedades fisicoquimicas
de la membrana pueden influenciar de una manera importante el proceso de formacién
de los poros producidos por la toxina. Propiedades de la membrana como la separaciéon
de lipidos en diferentes dominios, la fluidez y la composicion lipidica controlan la unién

de la toxina a la bicapa lipidica, la disponibilidad de los receptores, los procesos de
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oligomerizacién y el grado de insercion de la proteina entre otros parametros, afectando

en Ultima instancia a las propiedades de la estructura final (Rojko et al, 2015).

Los canales que forman las toxinas formadoras de poro varian en tamafio, produciendo
poros con un diametro desde 1-2 nm (como la a-hemolisina de Staphylococcus aureus)
hasta poros de entre 25 y 30 nm descritos en el caso las citolisinas dependientes de
colesterol (Cholesterol Dependent Cytolysins, CDC). La existencia de este amplio rango
de didmetros se debe a la estequiometria de los anillos oligoméricos formados por las
toxinas, oscilando desde los heptameros producidos por la a-hemolisina hasta poros en
los que forman parte entre 30 y 50 unidades monomeéricas descritas para las CDC. Aun
asi, recientemente se ha identificado cierta plasticidad en el grado de oligomerizacién,
observando estructuras con diferentes grados de oligomerizacidon producidos por la
misma toxina. A pesar de todo, tanto las dindmicas de ensamblaje para llegar a esas
estructuras finales como si esos procesos de oligomerizacién ocurren mediante la
adicion secuencial de mondmeros o mediante la interaccién de intermediarios
multiméricos difieren entre las diferentes especies de toxinas formadoras de poros

(locavache et al, 2010).

A pesar de ello, en todos los casos en la determinacion de la estructura de las proteinas
de membrana los detergentes juegan un papel fundamental debido a que éstos son
esenciales durante los procesos de solubilizacién, purificacion y cristalizacion. La
estructura y la dinamica de las proteinas de membrana estan muy relacionadas con las
propiedades de los lipidos que las rodean. Debido a la naturaleza anfipatica de los
detergentes se pueden extraer las proteinas de membrana perturbando la bicapa
lipidica sin alterar en el proceso la estructura de la proteina, imitando gracias a ello a la
membrana que rodea la region hidrofébica de las proteinas de membrana generando
en el proceso un complejo proteina-detergente soluble en agua y previniendo Ia
agregacion proteica tras la eliminacion de su ambiente natural. Tras realizar esta
solubilizacién existe un amplio abanico de técnicas con las que determinar tanto la
estructura de la proteina (cristalografia, resonancia magnética nuclear...) como grados
de oligomerizacién en condiciones nativas (electroforesis nativa, FRET...) (Moraes et al,

2014).
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La integridad de la membrana celular es critica para la separacién de los compartimentos
internos y externos de las células eucariotas. Dado que la formacién de un poro por
parte de una toxina es una fisura en el continuo de la membrana que conlleva un posible
desequilibrio homeostatico fatal para la célula, la activacion de mecanismos de
reparacidon son necesarios para la supervivencia de éstas. En el caso de las lesiones
producidas por las toxinas formadoras de poros estas perturbaciones se traducen
habitualmente en un flujo de calcio hacia el interior de la célula, el cual activa la
maquinaria de reparacién y estimula los eventos de sefializacién intracelulares que
activan las vias de reparacion especificas para cada célula. Habitualmente el secuestroy
la eliminacion de las toxinas mediante distintas vias endociticas es el método que
utilizan las células diana para asegurar su supervivencia, las cuales pueden estar
acompafadas en ciertos casos por procesos adicionales de exocitosis lisosomal

(Babiychuk et al, 2015).

En el caso de la toxina adenilato ciclasa de Bordetella pertussis se ha establecido que
ésta es secretada al medio extracelular a través del sistema de secrecion tipo 1 (Coote,
1992) y que ésta formaria en solucién dimeros o estructuras de mayor tamafio
molecular (Lee et al, 2005). Hoy en dia no se ha conseguido la estructura cristalina de la
toxina completa aunque si la del complejo formado por el dominio adenilato ciclasa y la
calmodulina (Guo et al, 2005), pero se ha determinado mediante técnicas de inmuno-
oro que la toxina formaria mondmeros, dimeros, grupos de dimeros u oligdmeros de
mayor tamafo en membranas de eritrocitos (Vojtova-Vodolanova et al, 2009). De estos
procesos de oligomerizacidn descritos llama la atencién la incongruencia entre los datos
obtenidos en solucion y en las membranas de eritrocitos debido a la formacién de
mondmeros en membranas de eritrocitos a partir de dimeros en solucién, asi como el
haber realizado el estudio en células sin el receptor CD11b/CD18, dado que esta
integrina aumenta la sensibilidad de las células hacia la intoxicacién por parte de la
toxina (Guermonprez et al, 2001). Aun asi conviene recordar que la toxina adenilato

ciclasa es capaz de actuar en células que no expresan este receptor (Eby et al, 2012).

Por tanto, en este capitulo se indagard en los procesos de oligomerizacién o
autoensamblaje que sigue la toxina en membranas de macréfagos J774A.1, asi como

dilucidar la naturaleza del posible intermediario multimérico que se podria formar en
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solucién. Adicionalmente se analizara si existen preferencias por parte de la toxina de
ciertas composiciones lipidicas y si éstas afectan al grado de oligomerizacién, a la
estructura de la proteina o al didmetro del poro formado por la toxina. Por ultimo, se
analizaran los procesos de reparacion de los poros formados por la toxina, utilizando
para ello el mutante AN482 (denominado a partir de ahora PF), el cual teéricamente

comprime el dominio formador de poros de la toxina al carecer del dominio catalitico.

4.2. RESULTADOS

4.2.1. Estudio de la estructura de la toxina salvaje ACT y el mutante PF en

solucion

Antes que nada se realizé un estudios del de oligomerizacién en solucién, dado que éste
puede diferir entre cuando es secretada y cuando estd insertada en una membrana
lipidica. Para estudiar la oligomerizacién en solucidon se dializaron ambas toxinas
purificadas en urea overnight a 4°C contra un tampdn que contiene calcio para que
ambas toxinas recuperaran su conformacién nativa. Posteriormente se inyectaron
ambas proteinas por separado en una columna de exclusion molecular Superdex 200
10/300 GL equilibrada en el mismo tampdn que se utilizé en la dialisis (150 mM NacCl, 20
mM Tris, 10 mM CaCl,, pH8). Los cromatogramas de la sefial ultravioleta obtenidos
muestran 3 picos cuando se carga la toxina salvaje (Figura 4.1B) y 2 picos en el caso del
mutante PF (Figura 4.1C). En ambos casos la elucion del primero de los picos quedaria
dentro del volumen muerto de la columna y podria tratarse de agregados de ambas
toxinas, dado que la toxina en ausencia de una membrana lipidica y a concentraciones
superiores a 100 pg/ml la toxina tiende a agregarse mostrando una masa molecular
aparente superior a 1000 kDa (Lee et al, 2005). Por tanto, descartando ese primer pico
se obtuvieron dos picos en el caso de la ACT y uno en el caso del mutante PF, cuyos
volumenes de elucién se compararon con los obtenidos por el patrén (Figura 4.1A). Al
realizar la comparacidn se concluyd que el primer pico de la ACT corresponde a un
tamafio de 607 kDa y el segundo de 456 kDa, correspondientes a un trimero y a un

dimero respectivamente. En el caso del mutante PF, el pico obtenido corresponderia a
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Figura 4.1: Caracterizacion de la estructura de la ACT y el mutante PF en solucién mediante
cromatografia de exclusion molecular. En la figura se representan los cromatogramas de
valores ultravioleta obtenidos tras inyectar en una columna Superdex 200 10/300 GL una mezcla
de marcadores moleculares (A), la ACT (B) y el mutante PF (C) incubados en tampdn de hemdlisis
a 4°C a un flujo de 0,2 ml/min utilizando un cromatégrafo AKTA Purifier P-900, asi como la
estimacion del tamafio molecular de los picos de ambas proteinas en funcion de su volumen de

elucion (D).

Para confirmar estos datos se cargaron diferentes cantidades de ambas toxinas
dializadas en un gel nativo BN-PAGE en gradiente de acrilamida, el cual se sometio
posteriormente a una tincidn de plata, resultado que se puede observar en la figura 4.2.
En el gel se puede apreciar que la toxina completa en solucién produce dos bandas que
corresponderia a tamafios de 371 kDa y 543 kDa, mientras que en las calles en las que
se ha cargado el mutante PF solo se aprecia una Unica banda de 422 kDa. Dado que el
tamafio molecular de la ACT es 200 kDa y el del mutante PF de 126 kDa
aproximadamente se puede concluir que la ACT forma en solucién dimeros y trimeros

mientras que el dominio formador de poros es capaz Unicamente de formar trimeros.
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Figura 4.2: Gel BN-PAGE de los oligdmeros formados en solucién por la toxina salvaje ACT y el
mutante PF. Las toxinas purificadas se dializaron ON en tampdén de hemdlisis (150 mM NaCl, 20
mM Tris, 10 mM CaCl,, pH8) a 4°C, se cargaron diferentes cantidades de ACT y PF en un gel BN-
PAGE en gradiente de acrilamida del 3 al 15%, corriendo el gel a 4°C a 150 V durante 1 horay
250 V durante otra hora adicional. Por ultimo se realizd una tincidn de plata para visualizar las
bandas.

4.2.2. Analisis de la interaccion de la toxina ACT y el mutante PF con

membranas

Tras determinar la estructura que forman en solucidn tanto la ACT como la PF se
procedid al estudio de la interaccidn de esos oligdmeros con membranas de diferentes
composiciones lipidicas, analizando la tendencia a insertarse de ambas toxinas en
membranas de diferentes composiciones lipidicas. Para ello se realizaron estudios de
este proceso en monocapas de Langmuir, permitiendo la observacién directa de la
insercidon de las proteinas sin la interferencia de fenédmenos como el cambio en la
arquitectura de los lipidos, ya que por disefio la monocapa no puede sufrir una
reestructuracion en tres dimensiones esencial para la alteraciéon de la barrera de

permeabilidad (Sanchez-Magraner et al, 2006).

Al observar las cinéticas de insercion se concluyé que la mayor presencia de colesterol

en la composicién lipidica no solo induce un mayor cambio en la presidn superficial de
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la monocapa, sino que las cinéticas son sustancialmente mas rapidas tanto para la toxina
salvaje (Figura 4.3A) como para el mutante PF (Figura 4.3B). A pesar de la composicion
lipidica todas y cada una de las cinéticas registradas no son mono-exponenciales, lo cual
indicaria que en ellas no solo se observa el proceso de insercidn sino también la

contribucién de otros mecanismos en la formacién del poro.

Por ultimo, se realizaron isotermas en los que se representaba el incremento en la
presion superficial (Am) frente a diferentes presiones iniciales (i), con el objetivo de
calcular las presiones laterales criticas, donde un valor indicaria una densidad de
empaquetamiento lipidico e insercidén proteica mayor. En el caso de la ACT se observé
una correlacién positiva entre la presion lateral critica y la cantidad de colesterol
presente en la monocapas (Figura 4.3C). En cambio, ese aumento de la presién lateral
critica cuanta mayor concentracién molar de colesterol esté presente en la membrana
también se observa en los datos obtenidos por el mutante PF, aunque ese aumento es
bastante menor (Figura 4.3D). Al observar los datos se puede concluir que la ACT, y
sobre todo el mutante PF, es perfectamente capaz de permeabilizar la membrana
plasmatica de las células diana, dado que la presién critica en ellas es de
aproximadamente 30 mN/m, valor excedido en composiciones lipidicas superiores al
33% de colesterol (Tabla 4.1), valor dentro del rango presente en células eucariotas

(Marsh, 1996; Brockman, 1999).
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Figura 4.3: Estudio mediante monocapas de la insercion de la ACT y el mutante PF en
membranas. Isotermas Amn-Tunicial Para monocapas de diferentes composiciones lipidicas. En la
figura se representa por una parte las cinéticas de insercion en monocapas de diferentes
composiciones lipidicas (DOPC, azul; DOPC:Chol 2:1, rojo; DOPC:Chol 1:1, azul) de la ACT (A) y el
mutante PF (B), asi como las isotermas Amn-Tunicial para los cambios en la presion lateral (An)
respecto a diferentes presiones iniciales (Tiniciat) tras la adicién de 250 nM de ACT (C) o PF (D) a
monocapas preparadas en tampdn de hemdlisis a 37°C.

ACT PF

DOPC 27,3353 30,8762
DOPC:Chol 2:1| 29,1748 30,9753
DOPC:Chol 1:1| 31,2241 32,3801

Tabla 4.1: Valores de presion lateral critica la toxina salvaje ACT y el mutante PF en monocapas
de diferentes composiciones lipidicas.

Para confirmar estd mayor tendencia por parte de la toxina salvaje de insertarse en
membranas que contienen colesterol se realizaron estudios de interaccidon entre la
toxina y el lipido mediante FRET (Xu et al, 2014). Para ello se analiz6 mediante

fluorimetria los cambios en la fluorescencia intrinseca de la proteina en presencia de
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Fluorescence (a. u.)

diferentes concentraciones de liposomas con y sin pireno en su membrana excitando la
muestra a 295 nm. La unién de la toxina a la membrana provocaria una interaccion
dipolar de rango corto entre el donador (los triptdfanos de la proteina) y el aceptor,

disminuyendo la seinal de emisidn de los triptdéfanos entre 300 y 360 nm.

Primero se analizaron posibles cambios en la emision de fluorescencia por parte de la
ACT tras su unién a liposomas. Tal y como se esperaba no se apreciaron cambios
sustanciales en los espectros de emision al unirse a liposomas de DOPC (Figura 4.4A) y
DOPC:Chol 1:1 (Figura 4.4D). La incubacién de la toxina con liposomas marcados con
pireno, en cambio, provocd una disminucion de la sefial de los triptéfanos en ambas
condiciones, siendo ésta gradual en el caso de los liposomas puros de DOPC (Figuras
4.4B y 4.4C) e importante incluso a bajas concentraciones de lipido en liposomas con

colesterol (Figuras 4.4E y 4.4F).
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Figura 4.4: Estudio del binding de la ACT a membranas de liposomas mediante FRET. Por una
parte se incubaron 100 nM de ACT con diferentes concentraciones de liposomas de DOPC (A) o
DOPC:Chol 1:1 (D) en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH8) y asi
como liposomas de la misma composicién lipidica marcados con 1% de pyrene-PE (B 'y C para
DOPCy Ey F para DOPC:Chol 1:1). Tras 5 minutos de incubacidn a 37°C se recogieron espectros
de fluorescencia entre 300 y 500 nm excitando la muestra a 290 nm, con los slits de excitacion
y emision establecidos en 3 nm. Los cambios de color de los espectros de azul a rojo indican un
aumento de la concentracidn de liposomas de 2,5 a 200 uM.
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Por otra parte, en el caso del mutante formador de poros tampoco se observé un cambio
en su espectro de emision al incubar con vesiculas libres de pireno (Figura 4.5A y 4.5D).
En cambio, a diferencia de lo observado con la ACT, tampoco se registraron
disminuciones importantes en la sefial de la fluorescencia intrinseca del mutante al
incubarlo con vesiculas marcadas, independientemente de realizar la incubacién con

liposomas de DOPC (Figuras 4.5B y 4.5C) o DOPC:Chol 1:1 (Figuras 4.5E y 4.5F).

Fluorescence (a. u.)

375 400 425 450 475 500

Wavelenght (nm)

Fluorescence (a. u.)

Wavelenght (nm) Wavelenght (nm) Wavelenght (nm)

Figura 4.5: Estudio del binding del mutante PF a membranas de liposomas mediante FRET. Por
una parte se incubaron 100 nM del mutante PF con diferentes concentraciones de liposomas de
DOPC (A) o DOPC:Chol 1:1 (D) en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCls,
pH8) y asi como liposomas de la misma composicidn lipidica marcados con 1% de pyrene-PE (B
y C para DOPCy E y F para DOPC:Chol 1:1). Tras 5 minutos de incubacién a 37°C se recogieron
espectros de fluorescencia entre 300 y 500 nm excitando la muestra a 290 nm, con los slits de
excitacidon y emisién establecidos en 3 nm. Los cambios de color de los espectros de azul a rojo
indican un aumento de la concentracion de liposomas de 2,5 a 100 uM.

Al representar los datos obtenidos mediante un modelo de unién de tipo Langmuir
(Figura 4.6) se pudieron calcular las constantes de asociacién (Kp) para ambas toxinas,
para asi determinar si existen diferencias entre ambas composiciones. Teniendo en
cuenta que la fraccidn de lipido disponible en la capa externa de una vesicula de 100 nm
de diametro es de 0,52 (Vogel et al, 2000), los valores que se calcularon para la ACT
fueron de 9,31 uM vy 4,03 uM para los liposomas de DOPC y DOPC:Chol 1:1, mientras

gue para el mutante PF los valores fueron 3,95 uM vy 3,07 uM respectivamente. Estos
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datos indicarian una mayor afinidad tanto de la ACT como del mutante PF por las

membranas con colesterol.
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Figura 4.6: Analisis de la unién a membranas de la ACT y el mutante PF usando el modelo de
unidn de tipo Langmuir. En la figura se representan las curvas de unién tanto para la ACT (panel
de la izquierda) como del mutante PF (panel de la derecha) en ambas composiciones lipidicas.

4.2.3. Estudio de la oligomerizacion de la ACT y el mutante PF en

membranas modelo

Tras determinar los oligdmeros que forman tanto la ACT como su mutante PF en
solucién asi como la mayor tendencia por parte de ambas toxinas de unirse a
membranas con colesterol se procedio al analisis de los oligdmeros que forman ambas

proteinas en membranas de liposomas.

La incubacidn de liposomas de DOPCy DOPC:Chol con la ACT y el mutante a una relacion
proteina:lipido de 1:1000 indicd en el caso de la ACT la formacién de tres tipos de
oligdmeros, los cuales no difieren dependiendo de la composicidn lipidica (Figura 4.7A),
los cuales corresponderian a tamafos de 1219 kDa, 726 kDa y 557 kDa. En el caso del
mutante PF, el mismo tipo de incubacidn y el mismo analisis reveld la formacién de dos
estructuras diferentes tanto en liposomas de DOPC como de DOPC:Chol 1:1. El andlisis
de los oligdmeros formados determind que el tamafio aparente de las bandas
corresponderia a 1355 kDa y 469 kDa (Figura 4.7B). Para determinar las unidades

monoméricas tanto de los oligdmeros identificados en condiciones nativas se realizé
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paralelamente una electroforesis desnaturalizante de las muestras cargadas en los geles
BN-PAGE. En la figura 4.7C se puede observar el analisis realizado en un gel SDS-PAGE
en combinacién con un Western Blot marcando tanto la ACT como el mutante PF con el
anticuerpo 9D4. En ambas toxinas y composiciones lipidicas analizadas solo existe una
unidad monomérica de los oligdmeros, siendo ésta en el caso de la toxina salvaje un

mondmero de 200 kDa y en el caso del mutante un mondmero de un tamafo aparente

de 150 kDa.
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Figura 4.7: Estudio de la oligomerizacion de la ACT y el mutante PF en membranas de
liposomas. En la figura se representan las bandas de la toxina salvaje (A) y del mutante PF (B)
marcadas con el anticuerpo 9D4 tras realizar una incubacién durante 30 minutos a 37°C con
liposomas de DOPC (A) o DOPC:Chol 1:1 (B) en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris,
10 mM CaCl,, pH8) a una relaciéon proteina:lipido 1:1000 y separar los oligémeros en un gel BN-
PAGE en gradiente de acrilamida 3-12%, asi como la electroforesis desnaturalizante de las
muestras nativas en un gel SDS-PAGE al 8,5% de acrilamida (C).
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Tras conocer la unidad monomérica de ambas toxinas se pudo determinar que los
procesos de autoasociacion de la toxina salvaje ACT producen tres tipos de oligdmeros:
hexdameros (banda de 1219 kDa), tetrdmero (correspondiente a la banda de 726 kDa) y
trimero (banda de 557 kDa). Mientras tanto, en el caso del mutante PF los dos
oligdmeros observados corresponderian a nonamero (correspondiente a la banda de

1355 kDa) y trimero (banda nativa de 469 kDa).

Para determinar si el proceso de oligomerizacion es dependiente de la concentracién de
toxina se procedié al mismo analisis en condiciones nativas tras realizar incubaciones de
30 minutos con liposomas a una relacidn proteina:lipido de 1:2000. En la figura 4.8A se
puede observar que a concentraciones mas bajas la ACT es capaz de formar aparte de
las estructuras mencionadas anteriormente (hexdmero, tetrdmero y trimero) dos
estructuras oligoméricas nuevas correspondientes al dimero y al mondmero. Por otra
parte, en el caso del mutante PF se visualizaron también tres oligémeros adicionales,

siendo estos correspondientes al octdmero, tetramero y tetrdmero (Figura 4.8B).
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Figura 4.8: Estudio de la oligomerizacion de la ACT y el mutante PF en membranas de
liposomas. En la figura se representan las bandas de la toxina salvaje (A) y del mutante PF (B)
marcadas con el anticuerpo 9D4 tras realizar una incubacién durante 30 minutos a 37°C con
liposomas de DOPC (A) o DOPC:Chol 1:1 (B) en tampdn de hemdlisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris,
10 mM CaCl,, pH8) a una relaciéon proteina:lipido 1:2000 y separar los oligémeros en un gel BN-
PAGE en gradiente de acrilamida 3-12%.
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Para determinar la abundancia de cada oligdmero se realizd un analisis densitométrico
de las bandas resueltas por electroforesis nativa. Gracias a este andlisis se determiné
qgue en el caso de la ACT a concentraciones bajas la poblacion de distintas estructuras
oligoméricas es amplia (de mondmero a hexdmero), con proporciones relativas
parecidas entre ellas aunque con una ligera tendencia a ser mas abundantes los
oligdmeros de mayor tamafio molecular en presencia de colesterol (Figura 4.9B). Esta
tendencia se ve fortalecida si se aumenta la concentracion de toxina, desapareciendo
en el proceso el mondmero y el dimero en ambas composiciones lipidicas (Figura 4.9A).
En el caso del mutante PF ocurre lo mismo, perdiendo los oligdmeros intermedios
(tetramero, hexdmero y octdmero) a medida que se aumenta la concentracidn de toxina
de una relacion proteina:lipido 1:2000 (Figura 4.9D) a 1:1000 (Figura 4.9C), indicando
gue quizas el trimero y el nonamero son las estructuras mas estables de este mutante.
Asi mismo, la capacidad oligomerizadora del colesterol en este caso es mds evidente,
siendo el oligdmero de mayor tamafio, es decir, el nonamero, la estructura mas
abundante al aumentar la concentracion molar de este lipido. El andlisis de estos datos
indicarian una cooperacién entre la concentracién de toxina y la presencia de colesterol
en la membrana que estimularia la oligomerizacidn de la toxina, formando en el proceso

estructuras de mayor tamafio molecular.
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Figura 4.9: Andlisis densitométrico del grado de oligomerizacion de la ACT y el mutante PF en
liposomas. En la figura se representan en porcentajes la abundancia relativa de cada estructura
oligomérica formadas tanto por la ACT y el mutante PF en liposomas de DOPC y DOPC:Chol 1:1
a una relacién proteina:lipido 1:1000 (A y C) y 1:2000 (B y D).

4.2.4. Estudio de la oligomerizacion de la ACT y el mutante PF en

macroéfagos J774A.1

Una vez establecido el grado de oligomerizacion en membranas modelo se procedié al
estudio de los oligdmeros en membranas de macréfagos J774A.1. Para ello se realizaron
geles nativos de muestras en las que se incubaron las células con 20 nM de ACT o el
mutante PF durante 5 minutos a 37°C por una parte e incubadas con las mismas
concentraciones de toxina pero a 4°C durante 30 minutos para evitar la translocacién y
corte del dominio catalitico, debido a que este proceso solo ocurre a temperaturas

superiores a 15°C (Rogel et al, 1992).

Las bandas obtenidas mediante BN-PAGE en las células tratadas con la toxina salvaje se
observaron en ambas temperaturas de incubacidn una banda de alto tamafio molecular

bien resuelta, asi como una serie de bandas difusas de diferentes tamafios. Esta banda
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bien resuelta tendria un tamano aproximado de 992 kDa en el caso de las células
incubadas a 37°C, siendo esta banda de 1146 kDa en las células incubadas a 4°C. En el
caso del mutante PF, en cambio, se observa una Unica banda con un tamafio molecular
de 1388 kDa aproximadamente tanto en células incubadas a 37°C como a 4°C. En el caso
de las toxinas incubadas a 4°C los tamafios moleculares de la ACT y el mutante PF son
de 200 kDa y 150 kDa aproximadamente. Teniendo en cuenta estos datos se puede
determinar que la banda de mayor tamafio de la ACT corresponderia a un hexdmero,
mientras que la banda del mutante concuerda con la masa molecular que tendria un
nondmero. Estos datos, por tanto, coinciden con el grado de oligomerizacién observado
en membranas modelo. La diferencia, por tanto, radica en los oligdmeros obtenidos en
las células incubadas a 37°C, en los que los procesos de translocacién y corte producirian
mondmeros de diferente tamafo molecular. Para determinar si éste es el caso, se realizé
un gel desnaturalizante SDS-PAGE de las muestras de 37°C cargadas en la electroforesis
nativa. Se pudo observar que mientras que en el caso del mutante se observa una Unica
banda de 150 kDa, confirmando los célculos realizados previamente, en la muestra de
la ACT se observan dos bandas, una de 200 kDa y otra de aproximadamente 150 kDa.
Estos datos indicarian que en el caso de la toxina salvaje los oligdmeros podrian estar

formados de una mezcla de mondémeros procesados y sin procesar (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Estudio de la oligomerizacion de la toxina salvaje ACT y el mutante PF en
membranas de macréfagos J774A.1. Por una parte se representan los oligdmeros resueltos
mediante un gel BN-PAGE en gradiente de acrilamida 3-12% combinado con una transferencia
himeda e incubacidn con el anticuerpo primario 9D4 en macréfagos J774A.1 incubados durante
5 minutos a 37°C con 35 nM de ACT y 20 nM de PF a 37°Cy 4°C (izquierda), asi como el analisis
mediante electroforesis desnaturalizante de las muestras incubadas a 37°C (derecha).

Tras la observacion de los cambios de masa molecular de los oligdmeros al incubar la
ACT a diferentes temperaturas, se analizd si esos cambios también se observan al
incubar la toxina salvaje con macroéfagos a diferentes tiempos. En los datos obtenidos
mediante electroforesis nativa se observd que las bandas de los oligdmeros
identificados por el anticuerpo primario 9D4 van disminuyendo de tamafio a medida que
pasa el tiempo, tanto los oligdmeros de mayor tamafio como las manchas de menor
tamafio molecular. Adicionalmente, Unicamente el oligdmero de mayor tamaio
molecular registrado a los 2-4 minutos de incubacién tiene un tamafio molecular
aproximado de 1200 kDa, el cual concuerda con el observado en la incubacién de la ACT
a 4°C (Figura 4.11). Estos datos podrian indicar un procesamiento de los mondmeros
presentes en los oligdmeros a medida que pasa el tiempo, provocando mediante este
proceso oligdmeros de menor tamafio a medida que el dominio catalitico va

translocandose y cortandose.
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Figura 4.11: Oligomerizacion de la ACT en macréfagos J774A.1 a diferentes tiempos de
incubacion. Se incubaron células con 20 nM de ACT a 37°C a diferentes tiempos, muestras que
tras su procesamiento se cargaron en un gel nativo BN-PAGE en gradiente de acrilamida 3-12%.
La identificacién de la toxina se realizé mediante Western Blot incubando la membrana de
nitrocelulosa con el anticuerpo primario monoclonal 9D4.

Para confirmar esta hipotesis se cortaron las diferentes bandas de cada una de las
incubaciones y se cargaron en un gel desnaturalizante SDS-PAGE, realizando una
electroforesis 2D BN-PAGE/SDS-PAGE para determinar las unidades monoméricas de los
oligdmeros resueltos nativamente. En el analisis se observé que a los 2 minutos hay una
Unica unidad monomérica para todos los oligdmeros, siendo ésta de 200 kDa. Tras 4
minutos de incubacién en los oligdmeros de mayor tamano empieza a visualizarse
bandas de 150 kDa aproximadamente adicionales a las de 200 kDa, mientras que los
oligdmeros de menor tamafio mantienen Unicamente la unidad monomérica de mayor
tamafio. A los 6 minutos, en cambio, se empieza a observar en esos oligdmeros de baja
masa molecular el mondmero procesado de 150 kDa, mientras que en los oligédmeros
de mayor tamano no solo empieza a desaparecer el mondmero original de 200 kDa

siendo predominante el de 150 kDa, sino que incluso no se llega a identificar ninguno de
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ellos. Por ultimo, a los 8 minutos la banda procesada de 150 kDa es casi la Unica que se
llega a resolver en todos los oligdmeros, para a los 10 minutos ser éste el Unico que se
identifica en todos los casos, a medida que las bandas monoméricas de los oligdmeros
de mayor tamafo siguen desapareciendo gradualmente (Figura 4.12A). El patron de
procesamiento de coincide con la permeabilizacién de las membranas de los macrofagos
hacia el ioduro de propidio, indicando que la formaciéon de un poro litico ocurre a medida

que se transloca y se corta el dominio catalitico (Figura 4.12B).
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Figura 4.12: Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE de los oligdmeros producidos por la ACT
en macrdéfagos J774A.1 a diferentes tiempos previamente resueltos por electroforesis nativa
BN-PAGE. Se recuperaron las bandas de proteina obtenidos mediante BN-PAGE en gradiente del
3 al 12% de acrilamida y se incubaron los trozos de gel con el buffer de carga y se corrieron en
un gel SDS-PAGE de 8,5% de acrilamida. La identificacién de las bandas se realiz6 mediante
Western Blot incubando la membrana de nitrocelulosa con el anticuerpo monoclonal 9D4 (A).
En paralelo, se realizd un ensayo de permeabilizacion mediante ioduro de propidio de
macréfagos incubados a los mismos tiempos. En la imagen (B) se representan los datos relativos
de fluorescencia obtenidos en cada condicidn respecto a células control (sin toxina).
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4.2.5. Analisis de la actividad formadora de poros producida por la toxina

ACT y el mutante PF

Tras determinar que en membranas con colesterol existe una mayor tendencia a unirse
por parte de la toxina asi como de una mayor tendencia a oligomerizarse, se pasoé a
estudiar la permeabilizacién de los poros producidos por la toxina adenilato ciclasa y el
mutante PF en membranas modelo. Para ello se encapsularon solutos fluorescentes en
liposomas de diferentes composiciones lipidicas, los cuales se incubaron a 37°C con

diferentes concentraciones de toxina.

En el caso de la ACT se puede observar que a medida que se aumenta la proporcién de
colesterol a las membranas aumenta la liberacion de ANTS/DPX. Asi mismo, la cinética
de la liberacién de los solutos fluorescentes es mas rapida cuanto mas colesterol haya
en las membranas. Por ultimo, como era esperable, el grado de liberacion de ambas
moléculas es dependiente de la concentracién incorpore a la mezcla, obteniendo valores
mayores cuanta mayor cantidad de toxina se afiada a las vesiculas (Figura 4.13). Asi
mismo, observando los porcentajes de liberacion finales tras media hora de incubacién
de los liposomas con la toxina se puede determinar que a partir de un 33% de
concentraciéon molar de colesterol en la bicapa lipidica (liposomas de DOPC:Chol 2:1) se
observa un salto cualitativo en los valores de fluorescencia registrada respecto a los que
contienen un 25% de este lipido (composicidn lipidica DOPC:Chol 3:1), obteniendo
saturaciones a concentraciones cada mas bajas a mayor presencia de colesterol en la

membrana (Figura 4.15A).
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Figura 4.13: Cinéticas de liberacion de contenidos fluorescentes encapsulados en vesiculas por
parte de la toxina ACT. Se incubaron 100 uM de liposomas de las composiciones lipidicas DOPC
(A), DOPC:Chol 3:1 (B), DOPC:Chol 2:1 (C) y DOPC:Chol 1:1 (D) con 400 nM (relacion
proteina:lipido 1:250), 200 nM (relacion proteina:lipido 1:500), 100 nM (relacién proteina:lipido
1:1000), 50 nM (relacidn proteina:lipido 1:2000), 20 nM (relacién proteina:lipido 1:5000) o 10
nM (relaciéon proteina:lipido 1:10000) de ACT en tampdn de hemdlisis (150 mM NacCl, 20 mM
Tris, 10 mM CaCl,, pH8) a 37°C en constante agitacion. La liberacion de ANTS se cuantificé en un
espectrofluorimetro Fluorolog-3, excitando la muestra a 360 nm y recogiendo la emisidn a 520
nm, con ambos monocromadores fijados a 5 nm. La toxina se afiadid a los 60 segundos de
comenzar la cinética, mientras que el Tritén X-100 0,1% se afiadié durante los ultimos 60
segundos.

En los liposomas incubados con el mutante PF se observo al igual que con la ACT que el
colesterol favorece la liberacion de contenidos fluorescentes, a pesar de que la
liberacion es mayor que con la toxina salvaje. Asi mismo, a diferencia de la ACT, el
mutante PF presenta en los liposomas de DOPC y DOPC:Chol 2:1 unas cinéticas en las

gue la mayor parte de los solutos fluorescentes se liberan durante los primeros minutos
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de la cinética, saturandose los registros de fluorescencia rapidamente, mientras que en
el caso de la toxina salvaje la liberacion era mas gradual tras un pequeio incremento
rapido durante los primeros segundos. Por encima de un 33% de colesterol presente en
la membrana, en cambio, los perfiles de las cinéticas y los porcentajes de liberacién no
difieren mucho de los observados en las cinéticas de la ACT (Figura 4.14). Al igual que
ocurria en el caso de la toxina salvaje los porcentajes de liberacién son dependientes de
la concentracién de proteina anadida a los liposomas, asi como la mayor presencia de
colesterol en la membrana de los liposomas favorece la liberacion de contenidos
fluorescentes, saturandose con mayor rapidez a bajas concentraciones de PF. En casi la
totalidad de todas las condiciones estudiadas el mutante PF presenta unos valores de
liberacion mayores que la ACT, salvo en el caso de concentraciones altas de toxinas en
la composiciéon lipidica DOPC:Chol 3:1, donde la toxina salvaje supera los valores
obtenidos por el mutante, y en concentraciones bajas de ambas toxinas en liposomas

de DOPC, donde no existen diferencias significativas entre ellas (Figura 4.15B).
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Figura 4.14: Cinéticas de liberacién de contenidos fluorescentes encapsulados en vesiculas por
parte de la toxina PF. Se incubaron 100 uM de liposomas de las composiciones lipidicas DOPC
(A), DOPC:Chol 3:1 (B), DOPC:Chol 2:1 (C) y DOPC:Chol 1:1 (D) con 400 nM (relacidn
proteina:lipido 1:250), 200 nM (relacion proteina:lipido 1:500), 100 nM (relacién proteina:lipido
1:1000), 50 nM (relacidn proteina:lipido 1:2000), 20 nM (relacién proteina:lipido 1:5000) o 10
nM (relaciéon proteina:lipido 1:10000) de PF en tampdn de hemélisis (150 mM NaCl, 20 mM Tris,
10 mM CaCl,, pH8) a 37°C en constante agitacidon. La liberacion de ANTS se cuantificé en un
espectrofluorimetro Fluorolog-3, excitando la muestra a 360 nm y recogiendo la emision a 520
nm, con ambos monocromadores fijados a 5 nm. La toxina se afadié a los 60 segundos de
comenzar la cinética, mientras que el Triton X-100 0,1% se afiadié durante los ultimos 60
segundos.
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Figura 4.15: Comparacion de los porcentajes finales de liberacidn de la toxina salvaje ACT y el
mutante PF en liposomas de diferentes composiciones lipidicas. En la figura se representan los
valores de liberaciéon de la sonda fluorescente ANTS por parte de diferentes concentraciones de
ACT (A) y PF (B) tras una incubacion de 30 minutos a 37°C en constante agitacion.

Por ultimo se estudio si esa mayor capacidad litica del mutante PF respecto a la ACT era
trasladable a células. Para ello se realizd por una parte un ensayo de hemdlisis con
eritrocitos de carnero y otra un ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH)
en macrofagos J774A.1. En el primero de los casos en todo el rango de concentraciones
se observd una mayor capacidad litica de la PF respecto a la mostrada por la toxina
salvaje (Figura 4.16A). En el caso de los ensayos de citotoxicidad, en cambio, se observd
una mayor liberacién de LDH por parte de la PF a concentraciones bajas, mientras que a
altas la ACT demuestra una mayor liberacién de esta enzima (Figura 4.16B). En este caso
puede deberse a que a altas concentraciones en el caso de la toxina salvaje existe una
sinergia entre la capacidad formadora de poros y la toxicidad producida por la
conversion de ATP en cAMP, obteniendo valores maés altos de citotoxicidad. Por tanto,
se puede concluir que el mutante PF posee una mayor actividad litica tanto en

membranas modelo como en células.
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Figura 4.16: Determinacion de la capacidad litica de la ACT y el mutante PF en células. En la
imagen se representa por una parte los porcentajes de hemdlisis tras incubar eritrocitos de
carnero con diluciones seriadas 1:2 de ambas toxinas durante 4,5 h a 37°C en constante
agitacién (A), mientras que por otra parte se representan los porcentajes de liberacidon de LDH
de macréfagos J744A.1 incubados con diluciones seriadas 1:2 de ambas toxinas durante 2 horas
a 37°C (B).

4.2.6. Determinacion del diametro de los poros formados por la ACT y el
mutante PF en vesiculas unilamelares gigantes (GUV) mediante

microscopia confocal

Para investigar en detalle el mecanismo de formaciéon de poros por parte de ambas
toxinas se utilizé la metodologia de vesiculas unilamelares gigantes, la cual consiste en
cuantificar la permeabilizacién provocada por la toxina hacia sondas de diferentes
diametros hidrodinamicos. Para ello se incubaron vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) marcados con rhodamine-PE al 0,5% de concentracién molar con 200 nM de ACT
o PF a temperatura ambiente, observando la permeabilizaciéon tras 30 y 60 minutos de

incubacién mediante microscopia confocal.

En las vesiculas gigantes control (sin toxina) se pudo observar una falta de senal de
fluorescencia tanto a los 30 minutos como a la hora, indicando que las vesiculas son
impermeables a las sondas (Figuras 4.17ay 4.17f). En el caso de los GUVs incubados con
ACT, tras 30 minutos se observé una baja o nula permeabilizacién de las vesiculas hacia
todas las sondas probadas (Figuras 4.17b-e), aunque tras 60 minutos de incubacién se

observaron diferentes grados de permeabilizacidon hacia las sondas fluorescentes Alexa
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488, 4 kDa Dextran y 10 kDa Dextran (Figuras 4.17g-i), manteniéndose impermeables
hacia la sonda 20 kDa Dextran (Figura 4.17j).

30’

Control Alexa 488 4 kDa Dextran 10 kDa Dextran 20 kDa Dextran

60’

Figura 4.17: Efecto de la ACT en la permeabilizacidon de vesiculas unilamelares gigantes de
DOPC hacia diferentes sondas fluorescentes. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio
confocal Nikon Eclipse TE-2000 a los 30 y a los 60 minutos tras incubar los GUVs de DOPC
marcados con un 0,5% de concentracién molar de rhodamine-PE (en rojo) en ausencia (ay f) o
presencia de 200 nM de ACT a temperatura ambiente en presencia de las sonda fluorescentes
(en verde) Alexa 488 (b y g), 4 kDa Dextran (cy h), 10 kDa Dextran (d y i) y 20 kDa Dextran (e y

i)

En las vesiculas incubadas con el mutante formador de poros se observaron datos
parecidos, es decir, una baja permeabilizacién hacia todas las sondas fluorescentes
probadas tras 30 minutos de incubacién (Figuras 4.18b-e), visualizando tras una hora un
grado variable de sonda internalizada hacia el Alexa 488 y 10 kDa Dextran (Figuras

4.18g-h), pero no hacia las sondas 10 kDa Dextran y 20 kDa Dextran (Figuras 4.18i-j).

30’

Control Alexa 488 4 kDa Dextran 10 kDa Dextran 20 kDa Dextran

60’
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Figura 4.18: Efecto del mutante PF en la permeabilizacién de vesiculas unilamelares gigantes
de DOPC hacia diferentes sondas fluorescentes. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal Nikon Eclipse TE-2000 a los 30 y a los 60 minutos tras incubar los GUVs de
DOPC marcados con un 0,5% de concentracion molar de rhodamine-PE (en rojo) en ausencia (a
y f) o presencia de 200 nM de PF a temperatura ambiente en presencia de las sonda
fluorescentes (en verde) Alexa 488 (b y g), 4 kDa Dextran (cy h), 10 kDa Dextran (d y i) y 20 kDa
Dextran (e j).

Para confirmar el andlisis visual de los datos de permeabilizacién de las vesiculas de
DOPC frente a ambas toxinas se calcularon los porcentajes de permeabilizacion medios
para cada una de las sondas en las condiciones probadas. Se observé que la sonda
fluorescente Alexa 488 presenta una rapida permeabilizacién en GUVs incubados tanto
con ACT como por el mutante PF. En el otro extremo, los controles libres de toxina, las
vesiculas incubadas con la toxina salvaje en presencia de FITC-20 kDa Dextran y los GUVs
incubados con el mutante PF con FITC-10 kDa Dextran y FITC-20 kDa Dextran se
obtuvieron porcentajes cercanos al 0% de permeabilizacidn. En el resto de condiciones,
en cambio, los porcentajes de permeabilizacion se encuentran en valores intermedios,
presentando unos porcentajes de liberacidén con un ascenso gradual en el tiempo (Figura

4.19).
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Figura 4.19: Porcentajes medios de permeabilizacion de vesiculas unilamelares grandes de
DOPC. En esta grafica se representan los porcentajes de permeabilizacion de GUVs libres de
toxina (azul), incubados con 200 nM de ACT (linea roja) o 200 nM del mutante PF (linea verde)
hacia las sondas fluorescentes Alexa 488 (A), FITC-4 kDa Dextran (B), FITC-10 kDa Dextran (C) y
FITC-20 kDa Dextran (D). Los porcentajes se determinaron respecto a los datos obtenidos tras
30 minutos y 60 minutos de incubacién de la mezcla a temperatura ambiente.

Dado que en la anterior grafica existe una gran variabilidad en los porcentajes de
permeabilizacién obtenidos, se realizd un analisis clasificando los GUVs por su grado de
permeabilizacion agrupandolos en rangos de 10% de permeabilizacion. Los resultados
se pueden observar en la figura 4.20, observando que a los 30 minutos la ACT presenta
una alta permeabilizacién hacia la sonda Alexa 488, valores que se amplian tras una hora
de incubacidn. Para la sonda FITC-4 kDa Dextran, en cambio, los GUVs se agrupan en
torno a un rango de porcentajes de permeabilizacién bastante amplio (del 0 al 50% de
permeabilizacién) tras 30 minutos de incubacién, rango que se desplaza hacia valores
altos pasados 60 minutos tras la adicion de la toxina. En el caso de la sonda FITC-10 kDa
Dextran, a la media hora de incubacion los GUVs se concentraron en los rangos de
porcentajes no superiores al 30%, mientras que tras 60 minutos de incubacidn los

valores subieron ligeramente, agrupandose la mayor parte de ellos en un rango amplio
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gue va del 30 al 60%. Por ultimo, tal y como se pudo apreciar en las imagenes, en
ninguno de los tiempos la ACT forma poros de un didametro suficiente como para
permitir el paso de la sonda FITC-20 kDa Dextran (Figura 4.20B). Los GUVs
permeabilizados por el mutante PF en presencia de la sonda Alexa 488, en cambio, se
agrupan en el rango superior de porcentajes de permeabilizacién por encima del 50%,
superando el 80% tras 60 minutos de incubacion. En el caso de la sonda FITC-4 kDa
Dextran los porcentajes se reducen en torno al 30-40% a los 30 minutos de incubacidn,
mientras que 60 minutos tras la adicion de la PF los valores no sufren grandes
alteraciones. Por ultimo, los GUVs permeabilizados por el mutante PF, no permitieron el
paso ni de la sonda FITC-10 kDa Dextran ni FITC-20 kDa Dextran, sin sobrepasar en
ninguno de los casos valores superiores al 10% (Figura 4.20C). Para terminar, los GUVs
libres de toxina no mostraron permeabilizaciéon respecto a ninguna de las sondas en

ninguno de los casos (Figura 4.20A).
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Figura 4.20: Distribucion de las permeabilizaciones de las vesiculas unilamelares grandes de
DOPC hacia sondas fluorescentes de diferentes tamafios. En este grafico se representa el
porcentaje de GUVs totales respecto al porcentaje de permeabilizacion obtenido en intervalos
de 10% de permeabilizacion para GUVs libres de toxina (A), incubados con 200 nM de ACT (B) o
con 200 nM de PF (C) a temperatura ambiente con sondas fluorescentes de diferentes didmetros
hidrodindmicos.

Tras el analisis de la permeabilizacion de los GUVs de DOPC puro por parte de ambas
toxinas se procedid a realizar el mismo estudio en vesiculas de DOPC:Chol a una relacién
molar 1:1. Al igual que con las vesiculas de DOPC, no se observd permeabilizacién hacia
ninguna de las sondas en ninguno de los tiempos estudiados (Figuras 4.21A y 4.21h). En

el caso de la ACT la permeabilizacién provocada en las vesiculas hacia las sondas con un
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radio hidrodinamico pequeio fue mas alta tras 30 minutos que en el caso de las
vesiculas de DOPC, pero no solo hacia las sondas estudiadas previamente, sino también
permitiendo cierto grado de permeabilizacién hacia sondas mayores, como 20 kDa
Dextrany 40 kDa Dextran. Asi mismo, la permeabilizacién sigue una correlacion respecto
al tamafio de las sondas utilizadas (Figuras 4.21b-g). Esta tendencia hacia el paso de
sondas de mayor didmetro respecto a los GUVs de DOPC puro se confirmo tras analizar
la permeabilizacion de las vesiculas tras 60 minutos de incubacion, permitiendo incluso
el paso de 70 kDa Dextran (Figuras 4.21i-n). Estos datos indicarian que la ACT es capaz
de formar poros de un tamafio mayor en composiciones lipidicas con colesterol,

permitiendo el paso de sondas con un didmetro hidrodindmico mayor y una

permeabilizacion mas rdpida a las de menor tamafio.

30’

Control Alexa 488 4 kDa Dextran 10 kDa Dextran 20 kDa Dextran 40 kDa Dextran 70 kDa Dextran

60’

Figura 4.21: Efecto de la ACT en la permeabilizacidn de vesiculas unilamelares gigantes de
DOPC:Chol 1:1 hacia diferentes sondas fluorescentes. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal Nikon Eclipse TE-2000 a los 30 y a los 60 minutos tras incubar los GUVs de
DOPC:Chol 1:1 marcados con un 0,5% de concentracion molar de rhodamine-PE (en rojo) en
ausencia (a y h) o presencia de 200 nM de ACT a temperatura ambiente en presencia de las
sonda fluorescentes (en verde) Alexa 488 (b y i), 4 kDa Dextran (cy j), 10 kDa Dextran (d y k), 20
kDa Dextran (e y |), 40 kDa Dextran (fy m)y 70 kDa Dextran (g y n).

Para ver si esta mayor permeabilizacidn, no solo en cantidad sino también en tamaiio,
se traslada al mutante PF se realizaron las mismas incubaciones en las mismas
condiciones. Tras 30 minutos de incubacion no solo se observd la misma tendencia
observada en la toxina salvaje (Figuras 4.22b-g), sino también a la hora tras la adiciéon
del mutante formador de poros a las vesiculas (Figuras 4.22i-n), confirmando la creacion

de poros con un mayor diametro en DOPC:Chol 1:1 respecto a DOPC.
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Figura 4.22: Efecto del mutante en la permeabilizacidn de vesiculas unilamelares gigantes de
DOPC:Chol 1:1 hacia diferentes sondas fluorescentes. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio confocal Nikon Eclipse TE-2000 a los 30 y a los 60 minutos tras incubar los GUVs de
DOPC:Chol 1:1 marcados con un 0,5% de concentracion molar de rhodamine-PE (en rojo) en
ausencia (ay h) o presencia de 200 nM de PF a temperatura ambiente en presencia de las sonda
fluorescentes (en verde) Alexa 488 (b y i), 4 kDa Dextran (cy j), 10 kDa Dextran (d y k), 20 kDa
Dextran (e y ), 40 kDa Dextran (f y m) y 70 kDa Dextran (g y n).

Al analizar los valores de permeabilizacion medios para cada una de las condiciones se
puede observar que la permeabilizacidn de las diferentes sondas utilizadas sigue una
cinética en la que la mayor parte del efecto se produce tras 30 minutos de incubacién,
manteniéndose o aumentando ligeramente la permeabilizacion tras una hora de
incubacién. Este patrén de permeabilizacion se asemeja al determinado en los
experimentos de liberacién de contenidos fluorescentes encapsulados en liposomas de
la misma composicion lipidica, en los que la mayor parte de la liberacion de ANTS/DPX
se daba en los primeros segundos de la cinética. En cambio, a medida que el didametro
hidrodindmico de las sondas aumenta, los valores de permeabilizacién siguen una
cinética mas gradual respecto al tiempo, tal y como se observa en los valores obtenidos
en las sondas FITC-40 kDa Dextran y FITC-70 kDa Dextran para ambas toxinas (Figura
4.23). A diferencia de los valores de permeabilizaciéon asi como del didametro de los poros
producidos en membranas modelo obtenidos en los liposomas de DOPC, en los que
existian diferencias entre la ACT y el mutante PF, en este caso no existen diferencias
significativas entre ambas toxinas, comportandose de la misma manera en bicapas con

la composicion lipidica DOPC:Chol 1:1.
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Figura 4.23: Porcentajes de permeabilizacidn de vesiculas unilamelares grandes de DOPC:Chol
1:1. En esta gréfica se representan los porcentajes de permeabilizacion de GUVs libres de toxina
(azul), incubados con 200 nM de ACT (linea roja) o 200 nM del mutante PF (linea verde) hacia
las sondas fluorescentes Alexa 488 (A), FITC-4 kDa Dextran (B), FITC-10 kDa Dextran (C), FITC-20
kDa Dextran (D), FITC-40 kDa Dextran (E) y FITC-70 kDa Dextran (F). Los porcentajes se
determinaron respecto a los datos obtenidos tras 30 minutos y 60 minutos de incubacién de la
mezcla a temperatura ambiente.

Al igual que con los GUVs de DOPC, dada la alta variabilidad entre los porcentajes de
permeabilizacién obtenidos para cada una de las condiciones, tras el andlisis de los
valores medios para cada condicion se estudié la distribucion de las vesiculas
unilamelares gigantes respecto a sus valores de permeabilizacién. Durante el andlisis de
las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal de las vesiculas control no se
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aprecié rastro de sonda fluorescente en el interior de ellas, asi que, como era esperable,
la totalidad de los GUVs tanto a 30 minutos y a 60 minutos de incubacién se
concentraron en valores por debajo del 10% (Figura 4.24A). En el caso de la ACT (Figura
4.24B) y el mutante PF (Figura 4.24C) se observa que a los 30 minutos de incubacioén la
permeabilizacién de las vesiculas se concentra en porcentajes superiores al 50% para
todas las sondas excepto para los dextranos de 40 kDa y los de 70 kDa, los cuales se
posicionan en torno al 30% y al 10% respectivamente. A los 60 minutos tras la adicidn
de la toxina, los valores de todas las condiciones se desplazan hacia porcentajes de
permeabilizacién mayores, tal y como se observaba en los datos obtenidos en los GUVs

de DOPC.
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Figura 4.24: Distribucién de las permeabilizaciones de las vesiculas unilamelares grandes de
DOPC:Chol 1:1 hacia las sondas fluorescentes de distintos tamafios. En este gréafico se
representa el porcentaje de GUVs totales respecto al porcentaje de permeabilizacién obtenido
en intervalos de 10% de permeabilizacién para GUVs libres de toxina (A), incubados con 200 nM
de ACT (B) o con 200 nM de PF (C) a temperatura ambiente con sondas fluorescentes de
diferentes diametros hidrodindmicos.
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4.2.7. Andlisis de la estabilidad de la ACT y el mutante PF en membranas

modelo

Analizando los datos recogidos hasta este momento se especuld que las diferencias en
la actividad litica y el tamafio del poro de la toxina adenilato ciclasa en diferentes
composiciones lipidicas pueda deberse a la adopcién de diferentes conformaciones en
la bicapa lipidica. Para ello, se procedid a estudiar si ambas toxinas producen estructuras

con una mayor o menor estabilidad dependiente del entorno lipidico que las rodean.

Primero se comprobd si la estabilidad térmica de la toxina adenilato ciclasa se ve
alterada segun la composicidn lipidica de la que esté rodeada mediante el analisis de su
estructura secundaria por dicroismo circular (CD). Para ello se crearon proteoliposomas
incubando 500 nM de ACT con 250 uM de liposomas de diferentes composiciones
lipidicas y se realizaron diversos espectros aumentando la temperatura en un rango de
temperatura de 20°C a 90°C. En la figura 4.25 se puede observar que la pérdida de
estructura secundaria es importante cuando la toxina se encuentra en solucién, pérdida
que se minimiza una vez se inserta en membranas lipidicas. Aun asi, existen diferencias
significativas en el mantenimiento de la estructura secundaria dependiendo del entorno
lipidico, dado que a medida que se aumenta el porcentaje de colesterol en la membrana
la estabilidad de la estructura secundaria de la proteina frente al aumento de la
temperatura es mayor, llegando a ser es pérdida minima en proteoliposomas de
DOPC:Chol 1:1. Analizando las curvas de estabilidad (Figura 4.25E) y las temperaturas
medias (Figura 4.25F) se puede observar que la temperatura media se incrementa de
48,3°C en solucién a 51,3°C en liposomas de DOPC, sugiriendo que la unién de la toxina
a la bicapa lipidica se traduce en una mayor proteccion a la desnaturalizacién térmica.
Adicionalmente, esa proteccidon se ve favorecida a medida que se aumenta la
concentracion de colesterol en la membrana, llegando a valores de 56,03°C con un 50%

de concentracién molar de este lipido.
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Figura 4.25: Andlisis mediante dicroismo circular (CD) de la estabilidad térmica de la ACT en
liposomas de diferentes composiciones lipidicas. En esta figura por una parte se representan
de azul oscuro a rojo espectros recogidos cada 2,5°C en un rango de temperatura de 20°C a 90°C
en un espectropolarimetro JASCO J-810 Spectropolarimeter de proteoliposomas obtenidos tras
una incubacién de 30 minutos a 37°C en constante agitacion de 500 nM de ACT en solucion (A)
o con 250 pM de liposomas de DOPC (B), DOPC:Chol 3:1 (C) y DOPC:Chol 1:1 (D) en tampdn de
hemdlisis (150 mM NacCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH8). Por otra parte se representan las
curvas de transicidon del estado nativo al estado desnaturalizado de la ACT en las diferentes
condiciones analizadas (E), asi como las temperaturas medias de las curvas de transicion (Tm)

(F).

Un comportamiento parecido se observd para el mutante formador de poros PF al
incubar la proteina en liposomas de diferentes composiciones lipidicas, dado que la

estabilidad de la estructura secundaria del mutante aumenta a medida que se aumenta
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el porcentaje de colesterol en la membrana, siendo en solucién la condicién en la que
esta mas expuesta a la desnaturalizacién producida por el aumento de la temperatura.
Aun asi, este aumento de la proteccién no es tan evidente ni brusca dado que el
aumento de proteccién solo es de 2°C (de 56°C a 58°C), mientras que entre las diferentes
composiciones lipidicas las temperaturas medias se mantienen estables en torno a los

58°C (Figura 4.26).
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Figura 4.26: Analisis mediante dicroismo circular (CD) de la estabilidad térmica del mutante PF
en liposomas de diferentes composiciones lipidicas. En esta figura por una parte se representan
de azul oscuro a rojo espectros recogidos cada 2,5°C en un rango de temperatura de 20°C a 90°C
en un espectropolarimetro JASCO J-810 Spectropolarimeter de proteoliposomas obtenidos tras
una incubacién de 30 minutos a 37°C en constante agitacidon de 500 nM de PF en solucién (A) o
con 250 uM de liposomas de DOPC (B), DOPC:Chol 3:1 (C) y DOPC:Chol 1:1 (D) en tampdn de
hemdlisis (150 mM NacCl, 20 mM Tris, 10 mM CaCl,, pH8). Por otra parte se representan las
curvas de transicién del estado nativo al estado desnaturalizado del mutante formador de poros
en las diferentes condiciones analizadas (E), asi como las temperaturas medias de las curvas de
transicion (Tm) (F).

Por ultimo, se estudié los posibles cambios en la accesibilidad por parte de proteasas a
los puntos de corte de la toxina dependiendo de la composicion lipidica de la que se

encuentre rodead, lo cual indicaria diferentes orientaciones o grados de insercién en la
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bicapa lipidica. Para ello se crearon proteoliposomas incubando durante 30 minutos a
37°C tanto la toxina salvaje como el mutante PF con liposomas de diferentes
composiciones lipidicas (DOPC, DOPC:Chol 3:1, DOPC:Chol 2:1 y DOPC:Chol 1:1). Tras la
incubacién se anadid tripsina, dejando que actuara durante 10 minutos y se cargaron las
mezclas en un gel desnaturalizante SDS-PAGE al 8,5% de acrilamida, detectando las
bandas producidas por la protedlisis mediante el anticuerpo monoclonal 9D4 tras
transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa por Western Blot. Tal y como
se ha visto antes en presencia de colesterol la presion lateral critica en monocapas
aumenta en el caso de las dos proteinas. Esto puede deberse no solo a una mayor
insercién sino también a un cambio conformacional en las proteinas (Graham et al,
1979), quizas hacia estructuras terciarias competentes dirigidas a la lisis de la

membrana.

En la figura 4.27 se puede observar que a medida que se aumenta la presencia de
colesterol en la membrana de las vesiculas la aparicion de bandas de mayor tamafio
molecular se ve aumentada, tanto en el caso de la ACT como en el del mutante PF, tanto
a relaciones proteina:lipido de 1:250 (Figuras 4.27A y 4.27D) como de 1:1000 (Figuras
4.27B y 4.27E). Adicionalmente, la aparicion de las bandas de mayor masa molecular
sigue una correlacién positiva respecto al aumento de concentracion molar en los
liposomas. Por tanto, estos datos indicarian que en membranas con colesterol la
exposicion de los puntos de corte hacia la proteasa (en este caso la tripsina) se ve
reducida, produciendo trozos de proteina de mayor tamano molecular. Todo lo
contrario a lo que ocurre a relaciones proteina:lipido 1:2500 (Figuras 4.27C y 4.27F),
donde previamente se habia determinado una menos presencia de oligémeros de
mayor tamafio molecular, en las que la protedlisis de ambas proteinas en todas las
composiciones lipidicas es completa. Estos datos confirmarian el hecho de que no solo
el colesterol sino también la concentracion de toxina afadida favorece la formacion de

estructuras oligoméricas capaces de permeabilizar la membrana.

183



|
|
|’
i
n

— . — . — ‘—-.

Figura 4.27: Protedlisis parcial de proteoliposomas de la toxina adenilato ciclasa y el mutante
PF. En la figura se representan las bandas de proteina obtenidas tras incubar la toxina salvaje y
el mutante PF en solucién (1) o en liposomas de DOPC (2), DOPC:Chol 2:1 (3) o DOPC:Chol 1:1
(4) a una relacion proteina:lipido 1:250 (A y D), 1:1000 (B y E) 0 1:2500 (C y F) y proteolizados
con una concentracion final de 16,8 UM de tripsina durante 10 minutos a 10°C en constante
agitacién. Las muestras se corrieron posteriormente en un gel SDS-PAGE al 8,5% de acrilamida,
las proteinas transferidas a una membrana de nitrocelulosa mediante transferencia semisecay
reconocidas mediante Western Blot por el anticuerpo monoclonal 9DA4.

4.3. DISCUSION

Con anterioridad, se ha determinado que la toxina adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis puede autoasociarse en solucidén. Mediante experimentos de cromatografia de
exclusién molecular se obtuvieron picos de 200 kDa, correspondientes al mondmero, o
de masas moleculares superiores a 1000 kDa, los cuales se consideraron agregados. La
presencia de dimeros e incluso estructuras de masas moleculares mayores se establecié
gracias a experimentos realizados mediante FRET, dado que la baja resolucion obtenida

de las separaciones mediante cromatografia de tamizado molecular no fueron
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suficientes para detectar estos estados oligoméricos mayores producidos por la toxina

(Lee et al, 2005).

En esta tesis se establece mediante esa misma técnica, la cromatografia de exclusion
molecular, que la toxina salvaje forma dimeros y trimeros en solucién, mientras que el
mutante PF se autoasocia formando trimeros durante el proceso. Este hallazgo se
refuerza tras observar mediante electroforesis nativa por BN-PAGE la presencia de
masas moleculares aparentes que se corresponderian a los observados por
cromatografia de exclusién molecular. Asi mismo, parece que la concentracidon de toxina
no condiciona el grado de oligomerizacion de la toxina en solucién, dado que en todo el
rango de concentraciones cargadas en la electroforesis nativa se observan los mismos

estados oligoméricos tanto de la ACT como del mutante PF.

La razén de que otros grupos no hayan detectado estas formas oligoméricas puede
deberse a la ausencia de calcio durante todo el proceso de separacidn por cromatografia
de tamizado. Mediante dicroismo circular y resonancia magnética nuclear (NMR,
Nuclear Magnetic Resonance) se ha establecido que a concentraciones de calcio
submicromolares la toxina adenilato ciclasa adopta una conformaciéon nativa
desordenada, mientras que a concentraciones milimolares la toxina adopta una
estructura terciaria plegada. Dado que las concentraciones submicromolares son
comunes en los citosoles de las bacterias se ha propuesto que la secrecion mediante la
maquinaria de secrecion T1SS a través de la cual la bacteria secreta la ACT ocurre en una
conformacién desordenada, logrando posteriormente en el medio extracelular una
estructura plegada al encontrarse con concentraciones milimolares (Chenal et al, 2009).
Por tanto, el analisis de los procesos de oligomerizacién de la ACT en solucién en
ausencia de calcio puede ser interesante en los procesos tempranos de los mecanismos
citotoxicos de la toxina, pero una vez secretada por la bacteria al medio extracelular el
calcio, aparte de ser un requerimiento para el correcto plegamiento de la ACT, parece
imprescindible en la activacion de los procesos de oligomerizacién llevados a cabo por

la toxina en condiciones solubles.

En el caso de las toxinas formadoras de poros se ha determinado que el entorno lipidico
en el que éstas se insertan es una condicion esencial para poder llevar a cabo sus

actividades citotoxicas. En general, las moléculas lipidicas son mds accesibles en
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membranas fluidas debido a razones estearicas. Asi mismo, mientras que cuando una
toxina formadora de poros se une especificamente a dominios ésta normalmente no
reconoce una especie lipidica individual, sino una distribucidon de lipidos especifica,
como agrupaciones de esfingomielina o complejos esfingomielina/colesterol. Por
ultimo, en ciertos casos el entorno lipidico en el que se inserte la proteina puede facilitar
su oligomerizacién, asi como la insercion de sus dominios transmembrana (Rojko et al,

2015).

En el caso de la a-toxina de Staphylococcus aureus, por ejemplo, se ha establecido que
su unién a membranas solo ocurre si en las membranas estan presentes lipidos con
fosfocolinas como cabezas polares (ya sean fosfatidilcolinas o esfingomielinas) y que su
unién se ve favorecida si hay colesterol presente en la membrana (Watanabe et al,
1987). En el caso de la a-hemolisina de Escherichia coli se diferencian dos estados de
unién por parte de la proteina a las membranas dependiendo de la composicion lipidica:
una en la que la adsorcion es reversible y otra en la que la toxina se inserta
irreversiblemente, situacion que se ve favorecida en membranas fluidas y con bajas
concentraciones de colesterol (Bakas et al, 1996). En el caso de la toxina ACT se ha
descrito con anterioridad que la translocacidn de su dominio catalitico se produce en las
balsas lipidicas (lipid rafts) de las membranas celulares, a donde se movilizan tras su

unioén a la integrina CD11b/CD8 (Bumba et al, 2010).

En esta tesis se ha establecido que mientras que la ACT tiene una mayor tendencia a
insertarse en membranas en cuya composicién lipidica haya colesterol el mutante PF no
parece mostrar esa misma tendencia hacia ese lipido. Esta observacidn se sustenta en
qgue las presiones laterales criticas obtenidas en monocapas de DOPC con diferentes
relaciones molares de colesterol indican una mayor tendencia de la insercién (Marsh,
1996) de la toxina salvaje cuanto mayor sea el porcentaje de colesterol presente en la
membrana. En el caso del mutante PF esas diferencias en los valores de presiones
laterales criticas respecto al porcentaje de colesterol que contiene la monocapa no se
dan de una forma tan evidente, por lo que se puede concluir que el mutante PF no tiene

preferencias de insercién en funcién de la composicidn lipidica.

Esta diferencia entre la tendencia a la insercién entre la ACT y el mutante PF se confirma

al observar el binding de la toxina salvaje a membranas lipidicas por FRET, dado que una
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mayor transferencia de energia es indicativo de una mayor insercién en la membrana
(You et al, 2008). En estos experimentos se puede deducir que la ACT tiene una mayor
tendencia a insertarse en membranas con colesterol, dado que la incubacion de una
concentracion fija de toxina con bajas concentraciones de liposomas marcados con
pireno se traduce en una mayor reduccién de la fluorescencia de los triptofanos en
liposomas con colesterol. Los datos obtenidos con el mutante PF, en cambio, mantienen
la observacion previa de no haber cambios de la insercidn de esta proteina dependiendo

de la composicion lipidica de la membrana.

Esta diferencia entre ambas proteinas puede explicarse en que el mutante PF solo
comprime el dominio formador de poros, por lo que dado que la Unica funcién
disponible de la proteina es la de formar poros, su insercion no dependa de la
composicion lipidica de la membrana. La ACT, en cambio, al tener el dominio catalitico
que debe translocar a través de la membrana si que sea una proteina mas selectiva con
el entorno lipidico en el que se inserta para poder llevar a cabo ese proceso de la manera

mas efectiva posible.

En cuanto a la oligomerizacién en membranas modelo de la toxina adenilato ciclasa se
podria esperar un mayor grado de oligomerizacién en membranas con mayor porcentaje
de colesterol en su composicion lipidica debido a que, como se ha mencionado
anteriormente, ésta parece unirse con mayor afinidad a ese tipo de membranas.
Sorprendentemente, seguin los datos obtenidos mediante electroforesis nativa, se
aprecian los mismos oligdmeros en membranas de DOPC y en las que tienen una
composicion lipidica de DOPC:Chol 1:1, formando en ambos casos un trimero, un
tetrdmero y un hexamero en el caso de la ACT y un trimero y un nondamero en el caso
del mutante PF. Estos grados de oligomerizacién en entornos lipidicos concuerdan con
los observados en solucion, dado que en el caso de la ACT la formacion del tetramero y
del hexdmero pueden ser el resultado de la mezcla de los dimeros y trimeros observados
en solucién, mientras que el nondmero que forma la PF podria formarse de la unién de
tres trimeros. Por tanto, se puede concluir que la composicidn lipidica no favorece la
oligomerizacién de la toxina adenilato ciclasa, lo cual la diferencia de otras toxinas como

la a-toxina de Staphylococcus aureus, en la que se ha establecido que existe una mayor

187



tendencia hacia la oligomerizacién en membranas ricas en esfingomielina respecto a las

ricas en fosfatidilcolina (Schwiering et al, 2013).

La interpretacion de la oligomerizacién en membranas de macréfagos J774A.1 en
cambio es mas compleja, debido a que se juntan los diferentes procesos que sufre la
toxina en células, donde ocurren simultdneamente los procesos de union,
oligomerizacién, translocacién del dominio catalitico, corte de este dominio y
reparacion de los poros por parte de la toxina. En los datos obtenidos mediante geles
nativos se puede observar que la ACT, antes de darse los procesos de translocacién y
corte, forma hexameros en la membrana celular, tal y como se puede observar al
incubar las células con toxina a 4°C, condiciones en las que no ocurren los procesos de
translocacion y corte del dominio catalitico (Rogel et al, 1992). En macréfagos incubados
con el mutante PF, en cambio, se puede observar que en ambos casos los oligdmeros
formados son los mismos, equivalentes a un nonamero dado su tamaio molecular. Estos
datos concuerdan con los obtenidos en membranas modelo, salvo que en el caso de los
macrofagos la formacién de los oligdmeros de mayor tamafio molecular se ve

favorecido.

En analisis de oligomerizacién en macroéfagos incubados con toxina a 37°C presenta una
mayor dificultad dado que en estas condiciones para determinar el grado de
oligomerizacién hay que tener en cuenta los procesos de translocacion y corte del
dominio catalitico, procesos que ocurren a tiempos cortos. En los datos obtenidos en
macroéfagos incubados a 37°C durante 5 minutos el menor tamafio del oligdmero de
mayor masa molecular en comparacién con el obtenido a 4°C podria indicar la pérdida
del dominio catalitico, dado que la translocacién y el corte por parte de la calpaina son
procesos rapidos en el tiempo (Uribe et al, 2013). Asi mismo la apariciéon de manchas en
todo el rango del gel de las muestras incubadas a 37°C durante 5 minutos indicaria una
posible formacién de oligdmeros de diferentes tamafios producidos mediante la posible
agregacion de las unidades monoméricas formadas por la toxina en solucién (es decir,
dimeros y trimeros), los cuales podrian estar sufriendo simultdneamente el corte del
dominio AC. El analisis de las unidades monoméricas de la toxina mediante
electroforesis 2D apuntaria en esta direccién, es decir, que la oligomerizacién vy el

procesamiento del dominio catalitico son dos procesos que ocurren simultaneamente
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en las membranas celulares. Los datos obtenidos a tiempos se podrian interpretar

mediante el siguiente esquema:

A tiempos cortos se dan los procesos de autoasociaciéon de las unidades
monoméricas de la toxina, dando lugar a oligdmeros cuyos componentes todavia
no han afrontado el procesamiento del dominio catalitico, tal y como se observa
en los geles SDS-PAGE tras dos minutos de incubacion, donde solo se observa la
banda de 200 kDa.

A tiempos medios, la banda procesada (=150 kDa) empieza a visualizarse
Unicamente en los oligdmeros de mayor tamafio (incubaciones de 4 minutos),
indicando que el corte del dominio catalitico es mas rapido cuanto mayor grado
de oligomerizacién experimente la proteina. Este procesamiento se amplia
minutos mds tarde a todo el rango de tamafios moleculares, tal y como se aprecia
en las incubaciones de 6 minutos.

A tiempos largos, en cambio, el corte de los primeros 400 aminoacidos de la
proteina estd llegando a su fin en todos los oligdmeros formados, persistiendo la
banda de 200 kDa en los oligdmeros de menor tamaifo molecular, debido
posiblemente al lag en el procesamiento sufrido por éstos en comparacién con
los de mayor tamafio. Este procesamiento llega a su fin tras 8-10 minutos de
incubacidn tras la adicidn de la toxina, dado que en el ultimo de los geles SDS-
PAGE uUnicamente se observa la banda de 150 kDa. Adicionalmente se puede
deducir que tras 8-10 minutos de incubacion la activacidon de los procesos de
reparacion de los macréfagos empieza a entrar en juego, dado que se observa la
desaparicion de las bandas de los monédmeros que forman los oligdmeros de

mayor tamano.

En el anterior capitulo se ha determinado que la responsable de la translocacién del

dominio catalitico es una mezcla entre la actividad fosfolipasa A intrinseca de la proteina

y la estabilidad estructural del dominio transmembrana de la proteina, formando un

posible poro proteolipidico. El hecho de que el transporte de este dominio a través de

la membrana ocurra mas rapido en los oligdmeros de mayor tamano podria indicar que

la autoasociacion entre las unidades monoméricas facilitarian la creaciéon de esa

estructura proteolipidica a través de la que se translocan esos primeros 400
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aminoacidos. Aun asi no es una condicion excluyente dado que ese proceso también
ocurre en los oligdmeros de menor tamano, habiendo Unicamente diferencias

temporales.

Para interpretar en conjunto todos estos datos obtenidos con la toxina adenilato ciclasa
el analisis de los procesos de oligomerizacion que llevan a cabo otras toxinas formadoras
de poros puede ser de utilidad. Dentro de este tipo de toxinas se diferencian dos
modelos diferentes de autoensamblaje hasta la formacién de la estructura estable,
diferenciadas segln su estructura secundaria. En el caso de las toxinas a-helicoidales la
mayoria de los mecanismos involucran la insercion de un mondmero en la membrana
de la célula diana a la que le sigue la suma de mas unidades hasta formar un oligdmero
estable. Este es el caso de la actinoporina equinotoxina Il (Eqgtll), una toxina formadora
de poros a-helicoidal para la que se ha propuesto un modelo de oligomerizacién en el
que se inserta en las membranas la regién N-terminal de un mondmero al que le sigue
la adicion de sucesivos monémeros hasta formar un poro activo (Rojko et al, 2013). Este
mismo proceso se ha descrito para otra toxina a-helicoidal, la fragaceatoxina C (FraC),
en la que la correcta orientacién del mondmero inicial que se inserta en la membrana
lipidica activa la adicion de mas mondmeros hasta formar un nondmero (Mechaly et al,

2011).

Este es un proceso que parecen no seguir las toxinas formadoras de poros con
estructuras secundarias de hoja B, en las que la tdnica general es la formacidon de la
estructura oligomérica previa a su insercién en las membranas lipidicas. El modelo
propuesto para la citolisina de Vibrio cholerae se basa en la unién de un mondémero
soluble a la membrana, seguido de una oligomerizacién alrededor de ese mondmero
formando un preporo, el cual en ultima instancia se inserta en la membrana tras sufrir
cambios conformacionales transformdandolo en una poro transmembrana (L6hner et al,

2009).

Podriamos estar por tanto ante un proceso de oligomerizacion en membranas resultado
de una autoasociacion de los oligdmeros que previamente se forman en medios solubles
en los que se inserta uno de los oligdmeros formados en solucidn, los cuales también se
observan en membranas lipidicas, a los que se les van afiadiendo mds unidades hasta

formar unos oligdmeros estables. Los datos obtenidos de la oligomerizacidn de la toxina
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adenilato ciclasa en membranas modelo parece indicar que el proceso de
oligomerizacidon es una combinaciéon de los dos modelos, en la que se mezcla una
formacidn de oligdmeros previa a la insercién en membranas vista en toxinas hoja B con
la adiciéon de unidades adicionales de toxina a una estructura insertada inicial
caracteristica de las toxinas formadoras de poros a-helicoidales. A pesar de que no se
conozca la estructura exacta de la toxina adenilato ciclasa debido a que los intentos de
cristalizacién de la ACT no han sido fructiferos si que se han predicho cinco segmentos
con hélices a transmembrana potenciales (502-522, 529-549, 571-591, 607-627 y 678-
698) en la regidn hidrofdbica de la toxina (Osickova et al, 1999), por lo que la adicién de
unidades a una minima estructura insertada en la membrana encajaria con los modelos

propuestos para otras toxinas a-helice.

A diferencia de otras toxinas de la familia RTX, la toxina adenilato ciclasa de Bordetella
pertussis es bastante promiscua, pudiendo insertarse, intoxicar y lisar con distintos
grados de eficiencia diferentes tipos celulares (Welch, 2001). A pesar de que la ACT no
discrimina entre lipidos ni tiene necesidad de receptores especificos en la membrana
para llevar a cabo su actividad citotéxica, la presencia de la integrina CD11b/CD18 y

ciertas composiciones lipidicas pueden favorecer esos efectos.

Observando los datos de liberacidon de contenidos fluorescentes se puede determinar
que la presencia de colesterol en la membrana aumenta considerablemente la
permeabilizacién de la membrana hacia las moléculas ANTS y DPX. Estos datos coinciden
con los obtenidos previamente en nuestro laboratorio, en los que se demostré que la
presencia de lipidos que inducen curvatura negativa a la membrana
(fosfatidiletanolaminas y colesterol por ejemplo) incrementa la actividad litica de la
toxina, mientras que lipidos que provocan curvatura positiva reducen el flujo causado

por la ACT (Martin et al, 2004).

En esta tesis se ha descrito una nueva funciéon para la toxina adenilato ciclasa: la
actividad fosfolipasa A. Uno de los productos de la reaccién producida por esta actividad
son las lisofosfatidilcolinas, lipidos que promueven la curvatura positiva de las
membranas (Alonso et al, 2000). Esos menores porcentajes de liberacion en liposomas
de DOPC respecto a los obtenidos en presencia de colesterol pueden deberse en parte

a que la toxina tiene mayor cantidad de substrato disponible, produciendo mayores
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cantidades de lisofosfatidilcolinas. Esta mayor presencia del lipido se traduciria en una
menor liberaciéon de contenidos fluorescentes en este tipo de liposomas, provocando

una especie de autoinhibicién de la actividad formadora de poros.

Aun asi, este posible efecto autoinhibitorio parece limitado respecto a la cantidad de
toxina que es afiadida a la mezcla, dado que se ha podido determinar que mientras en
liposomas con baja concentracion de colesterol en su composicién lipidica (liposomas
de DOPC y DOPC:Chol 3:1) la liberacion final tras 30 minutos de ANTS/DPX a bajas
concentraciones es menor que la observada en el mutante formador de poros, a altas
concentraciones los valores de ambas toxinas se igualan. En liposomas con alta
presencia de este lipido (DOPC:Chol 2:1 y DOPC:Chol 1:1) se obtienen porcentajes finales
de liberacion parecidos por parte de ambas proteinas en todo el rango de
concentraciones analizado. Esto podria indicar que existe por parte de la toxina una
concentracion critica en la que la formaciéon de poros se ve favorecida y que ese
requerimiento se reduzca a medida que se aumenta la proporcién de colesterol en la

membrana.

Una de las posibles razones de una mayor liberacién de contenidos fluorescentes en
membranas con colesterol puede deberse a diferentes diametros en el tamario del poro
de la toxina. En esta tesis se ha establecido mediante permeabilizacién de vesiculas
unilamelares gigantes (GUVSs) hacia sondas fluorescentes de diferentes tamafios que en
membranas compuestas Unicamente por DOPC la ACT permite la permeabilizacion de
dextranos de 10 kDa, pero no los de 20 kDa, mientras que la permeabilizaciéon producida
por el mutante PF es sensiblemente inferior dado que la permeabilizacidon que permite
llega hasta los dextranos de 4 kDa. Dado que para cada una de las sondas utilizadas se
han establecido unos radios hidrodindmicos de 0,5 nm para Alexa Fluor 488, 1,40 nm
para FITC-4 kDa Dextran, 2,30 nm para FITC-10 kDa Dextran, 3,30 nm para FITC-20 kDa
Dextran, 4,50 nm para FITC-40 kDa Dextran y 6,00 nm para FITC-70 kDa Dextran en
membranas de eritrocitos (Zitzer et al, 1997), se puede determinar que en membranas
de DOPC la toxina salvaje forma poros de un diametro entre 4,6 y 6,6 nm, mientras que
el mutante PF forma poros de entre 2,8 y 4,6 nm de didmetro. En membranas con un
50% de relacidon molar de colesterol, en cambio, esos diametros se duplican de tamafio

produciendo poros con diametros superiores a los 12 nm, tanto para la ACT como para
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el mutante PF. Estos datos no concuerdan con los determinados previamente para la
ACT previamente, en los que gracias a la observacién de que en presencia de sacarosa
la hemdlisis de eritrocitos es inhibida osmdticamente se establecié un didmetro de poro

entre 0,6 y 0,8 nm (Masin et al, 2013).

Esa mayor liberacién de contenidos fluorescentes cuanta mayor presencia de colesterol
haya en la membrana de las vesiculas puede deberse por tanto a que los poros que
forman tanto la ACT como el mutante PF, tal y como indican los datos de
permeabilizacién obtenidos en vesiculas unilamelares gigantes, poseen un mayor radio
hidrodindmico. La formacién de poros mas grandes podria achacarse a una formacion
de oligdmeros de mayor tamafo molecular en la membrana por parte de ambas toxinas,
pero tal y como se ha determinado mediante electroforesis nativa en este trabajo no se
han observado diferencias en el grado de oligomerizacién dependiendo de la
composicion lipidica. Por tanto, la mayor permeabilizacion y el mayor didmetro
hidrodindmico dependiente de la composicién lipidica no se pueden asociar a esos
procesos, por lo que la razén de esos cambios en el didmetro habria que buscarla en

otra explicacién.

La respuesta puede estar en la adopcién de conformaciones diferentes en presencia y
ausencia de colesterol en la membrana, en la que la presencia de colesterol en la bicapa
lipidica favorezca una mayor insercién de la toxina en la membrana, situacidn que se ha
descrito previamente en este trabajo. Para la proteina de membrana exterior A de
Escherichia coli, por ejemplo, se ha observado que la composicidn lipidica de la bicapa
lipidica y la estructura quimica de los lipidos (longitud de la cadena lipidica, grado de
insaturaciones y la cabeza polar) tienen un rol importante en la estabilizaciéon de las
proteinas de membrana, dado que la estabilidad térmica de la proteina disminuye en

presencia de fosfolipidos de cadena corta (Hong et al, 2004).

Para determinar si existen dos conformaciones u orientaciones de la toxina respecto a
la membrana se realizaron dos tipos de analisis: dicroismo circular y protedlisis parcial.
Los datos de estabilidad térmica de la estructura secundaria recogidos mediante
dicroismo circular indican que en presencia de colesterol la toxina se encuentra mas
protegida de la desnaturalizacidn térmica, dado que los datos indican que la pérdida de

a-helicidad en las curvas de transicion térmica y de la estructura secundaria de la
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proteina recogiendo espectros de dicroismo circular respecto al aumento de la

temperatura es menor cuanto mayor porcentaje de colesterol haya en la membrana.

Asi mismo, los experimentos de protedlisis parcial con diferentes enzimas digestivas se
han utilizado previamente en el analisis de la insercidn y la orientacién de proteinas de
membrana en bicapas lipidicas. Cuando una proteina de membrana es incorporada a las
vesiculas lipidicas la membrana protege en nucleo de la proteina y solo los residuos
hidrofilicos de la proteina quedan expuestos a la solucion. Dado que los sitios de corte
estdn localizados asimétricamente en la estructura de la proteina el corte provocado por
las enzimas producen un set diferente de fragmentos proteicos (Tunuguntla et al, 2013).
La diferente accesibilidad a los puntos de corte presentes en la secuencia de la toxina
por parte de la tripsina dependiendo de la proporcidon de colesterol presente en la
membrana indica o bien una mayor insercién en la bicapa o diferentes orientaciones en
las diversas composiciones lipidicas. Por tanto, la presencia de dos conformaciones
diferentes se ve reforzada por el analisis de protedlisis parcial mediante tripsina de la
toxina incubada en liposomas de diferentes composiciones lipidicas, al obtener bandas
de mayor tamaio a medida que se aumenta la cantidad de colesterol en la composicién

lipidica de los liposomas.

Una vez establecido que el colesterol proporciona a la toxina un entorno favorable hacia
la formacién de poros con una estabilidad y proteccién mayor que en membranas sin
presencia de este lipido, se analizé cual de las dos caracteristicas que concede este
lipido, el grosor y la rigidez, tiene mayor importancia en estos efectos. Para ello se utilizé
el lipido 1,2-dierucoyl-sn-glycero-3-phosphocholine o 22:1PC en sustitucion del
colesterol, el cual otorga el mismo grosor a la membrana lipidica. La presencia del lipido
22:1PC en la misma proporcién que el colesterol en liposomas de DOPC acercan mas los
datos (binding, liberacion, estabilidad térmica y proteccion hacia la protedlisis) a los
obtenidos en concentraciones altas de colesterol, pero sin llegar a igualarlos
completamente. Parece ser que el aumento del grosor de la membrana favorece la
orientacién o la creacién de una conformacién en la que la formacién de poro es
prevalente, pero no es suficiente para llegar a completar plenamente esa transicion

como se consigue la presencia de colesterol. Por lo tanto se puede deducir que ambas
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caracteristicas (grosor y rigidez) son importantes para favorecer una conformacion o

posicionamiento en la que la formacién de poro tiene una mayor importancia.

Estudios previos han demostrado que la composicién lipidica es importante para la
integridad estructural y el correcto funcionamiento de las proteinas de membrana:
pueden estabilizar las proteinas de membrana, guiar el ensamblaje o directamente estar
involucradas en el mecanismo molecular de la propia proteina, ya sea en su actividad

enzimatica o procesos de transporte a través de la membrana (Palsdottir et al, 2004).

Por tanto, teniendo en cuenta todos los datos presentados en este capitulo, podriamos
estar hablando de dos conformaciones u orientaciones diferentes de la toxina adenilato
ciclasa. La primera de ellas la adoptaria en presencia de proporciones altas de colesterol
en la membrana, en la que contaria con un mayor grado de insercién en la bicapa lipidica
protegida de la protedlisis parcial y con una estabilidad mas robusta de la estructura
secundaria de la proteina respecto a la desnaturalizacién provocada por la temperatura.
Esta conformacién tenderia mas hacia la formacion de poros en la membrana, siendo
éstos de un mayor didmetro hidrodindmico presentando liberaciones de contenidos
fluorescentes mayores y mas rapidos, con cinéticas y porcentajes de liberacion mas
cercanos a los observados por el mutante formador de poros. La segunda de las
conformaciones, en cambio, ocurriria en presencia de membranas sin colesterol o a
bajas concentraciones de este lipido. En este caso estariamos hablando de una
conformacidn que se une a la membrana lipidica pero con menor insercion en ella,
estando menos protegida hacia la protedlisis y la desnaturalizacién provocada por la
temperatura, asi como adoptando una estructura menos litica con un menor tamafo de
poro y liberaciones de contenidos fluorescentes menores. Estos dos grados diferentes
de insercidn se observarian en los datos de FRET, donde la transferencia de energia
entre los triptéfanos de la toxina y el pireno presente en la membrana es mayor en
liposomas con colesterol, indicando un mayor contacto entre la membrana y la toxina

en bicapas de esta composicidn lipidica.

Asi mismo, puede que esta segunda conformacion esté mas dirigida hacia Ia
translocacién del dominio catalitico a través de la membrana, dado que uno de los
efectos o consecuencias de ese proceso, el flip flop, se ve reducido en liposomas con una

composicidon lipidica de DOPC:Chol 1:1. Estas dos conformaciones pueden estar
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influenciadas por diferentes orientaciones de la proteina respecto a la membrana
lipidica. Aun asi la composicién lipidica no es el Unico factor a tener en cuenta para
decantarse por una u otra conformacion, ya que al tener en cuenta los datos de
liberacidn, en composiciones lipidicas en las que la formacidn de poros no sea favorecida
(es decir, en membranas con bajas concentraciones de colesterol), esta limitacion sea
superada mediante el aumento de la cantidad de toxina. Por ultimo, los datos de
tripsinizacion parcial en liposomas con alto contenido de colesterol indicarian que en las
membranas puede darse una combinacion de ambas conformaciones, donde la
protedlisis de la toxina en zonas ricas de colesterol darian como resultado las bandas de
mayor tamafo que no se identifican en proteoliposomas libres de este lipido, mientras
gue en zonas mas fluidas con porcentajes de colesterol bajos darian las mismas bandas

que las obtenidas en liposomas con poco colesterol en su composicion lipidica.
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Capitulo 5

Conclusiones



A partir de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se proponen las siguientes

conclusiones:

1.

La toxina adenilato ciclasa es una fosfolipasa A (ACT-PLA) calcio-dependiente,
generando tanto in vitro como in vivo, acidos grasos libres y los correspondientes
lisoderivados.

La ACT posee homologia de secuencia con fosfolipasas A de la familia de las
patatinas, y comparte con éstas dos motivos hidrolasa conservados el motivo
G-X-S-X-G/S y un segundo motivo D-X-G/A. La Ser 606 localizada en la region
hidrofdbica y el Asp 1079 localizado en la regidn de unién a calcio, forman parte
del centro catalitico de la actividad PLA de la ACT. La mutacion puntual de dichos
residuos, o su inhibicion farmacoldgica, inhiben la actividad esterasa de la toxina.
La actividad PLA estd directamente implicada en la translocaciéon del dominio
catalitico adenilato ciclasa (dominio AC) a través de la membrana celular en
macrofagos. Postulamos que la acumulacion local de lisofosfatidilcolina, con
curvatura positiva, alrededor de las moléculas de toxina, generaria en la
membrana discontinuidades hidrofilicas de naturaleza toroide, a través de las
cuales tendria lugar el trasvase directo del dominio AC desde el exterior hasta el
interior celular. No descartamos que la actividad PLA pueda también ser
necesaria para permitir o favorecer la insercién del dominio linker en la bicapa.
La dependencia por Ca?* mostrada por la actividad PLA explicaria el
requerimiento estricto del proceso de translocacidn por este cation divalente.
Como consecuencia de su implicacidn en la translocacion, la actividad PLA esta
involucrada en la citotoxicidad inducida por la ACT en células.

La ACT puede formar en membranas asociaciones oligoméricas de arquitectura
heterogénea (lineas, arcos, anillos cerrados) que poseen caracteristicas toroides
y que permeabilizan las células. Dichos poros no son estdticos, sino que su
tamafio depende del tiempo de incubacién, de la concentracién de toxina unida
y de la composicion lipidica de la bicapa, pudiendo llegar a formar lesiones cuyo
tamafio permite la entrada de solutos fluorescentes de gran tamafio, como los

dextranos de alto peso molecular (4 kDa Dextran, 20 kDa Dextran...).
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6. La insercion de ACT para formar el poro podria seguir un mecanismo “no-
concertado” con una oligomerizacion secuencial, en el que las lesiones de ACT
podrian formarse tras la union de mondmeros de toxina que formarian
inicialmente pequefios “poros”, permeables quizas a iones, que irian creciendo
progresivamente en tamafo al ir uniéndose mas mondmeros de toxina,
pudiendo formar lesiones de mayor tamaio, permeables a solutos mas grandes.

7. Laetapa limitante en la formacidn del poro de la ACT podria ser la de la insercion
de la cadena polipetidica en la bicapa lipidica o adopcidon de una conformacion
competente previa, y necesaria, a la etapa de oligomerizacion. El colesterol
podria actuar como catalizador para este proceso, facilitando la insercién y/o
oligomerizacién de ACT y promoviendo una mayor y mas rapida

permeabilizacion.
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