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RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se presenta la descripcion y caracterizacion de un nuevo
tipo de vesicula de membrana externa (MV) en bacterias gramnegativas, hallada tanto en
cepas ambientales como en cepas patdogenas. Para la caracterizacion de estas nuevas MVs
se han utilizado técnicas de Criomicroscopia (Cryo-EM) y Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) de cortes ultrafinos de muestras preparadas mediante criofijacion y
criosubstitucion (HPF-FS). La descripcion del nuevo tipo de MVs ha aportado un nuevo
modelo de vesiculacion que sucede a través de la protuberancia conjunta de la membrana
externa e interna, incorporando contenido del citoplasma. Estas nuevas vesiculas han sido
nombradas como Vesiculas de Membrana Externa e Interna (Outer-inner membrane
vesicle, O-IMV). El inmunomarcaje de cortes ultrafinos de vesiculas con un anticuerpo
especifico contra DNA, ha permitido confirmar que el DNA detectado en muestras de

MVs, es exportado en el interior de las nuevas O-IMVs.

Las técnicas de TEM de cortes ultrafinos después de HPF-FS y Cryo-EM han sido
esenciales para caracterizar el nuevo tipo de MVs. Asimismo, también han sido utiles
para la caracterizacion de una cepa mutante hipervesiculante por deleccion de un
componente estructural de la envuelta bacteriana, demostrando que los incrementos de
MVs detectados como proteina o LPS, son causados por la presencia de artefactos
vesiculares cuya funcionalidad se encuentra alterada respecto a las vesiculas de la cepa

salvaje.

La descripcion de las O-IMV ha permitido explicar como contenido del citoplasma es
incorporado en vesiculas. Este descubrimiento ha abierto la puerta a estudiar el RNA
asociado a MVs de Pseudomonas aeruginosa PAO1. Se ha demostrando que el RNA en
vesiculas presenta unos tamafios comprendidos entre 40 —80 nucle6tidos y contienen una
proporcion mucho menor de RNA ribosomal en comparacion con la célula. La
transcriptomica realizada comparando el contenido de RNA de muestras de MVs y
células, ha confirmado que las MV presentan un patron de expresion de RNA distinto al
celular, empaquetando mayoritariamente tRNAs. Ademas, se ha demostrado que el RNA
internalizado en MV es estable. Por otra parte, el estudio de la vesiculacion asociada al
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PAOI1, ha determinado que la vesiculacion no
es constante y va estrechamente ligada a la fisiologia de la bacteria, detectando una mayor
secrecion de MVs con RNA al final de la fase exponencial, para posteriormente

desaparecer. Todos estos resultados, indicarian que la presencia de RNA en MVs no es



aleatoria sino debida a un mecanismo molecular de encapsulacion. Se requeriran mas
estudios para poder determinar qué funcién bioldgica puede realizar el RNA secretado en

MVs de Pseudomonas aeruginosa PAO1.



ABREVIATURAS

1D SDS-PAGE Gel poliacrilamida de 1 dimension
AHLSs N-acilhomoserina lactona

C Citoplasma

CC Contenido citoplasmatico

CCR Represion del catabolismo del carbono
CF Criofijacion

Cryo-TEM Criomicroscopia

DO Densidad 6ptica

EPS Extracellular polymeric substance

EV Vesiculas extracelulares

FC Fibrosis quistica

HPF-FS High-Pressure Freezing , Freeze Substitution
M Membrana interna

LN: Nitrégeno liquido
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mirRNA microRNA

MV Vesicula de membrana

ncRNA non-coding RNA

nt Nucleotidos

o/n Overnight

OM Membrana externa

OMVs Vesicula membrana externa

05404 Tetradxido de osmio

P Periplasma

PAMP Patrones moleculares asociados a patdogeno
PF Plunge frezzing

PQS Pseudomonas Quinolone Signal

QS Quorum sensing

RBP RNA-binding proteins, RBP

RBS Ribosome binding site

RIN RNA inegrity number

RT Temperatura ambiente

RT-qPCR Reaccion en cadena de la polimerasa
sf~-GFP Superfolded- GFP

sRNAs small RNA,

TEM Microscopia electronica de transmision
TFs Factores de transcripcion

tRFs tRNA-derived fragments
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I. INTRODUCCION

1. VESICULAS DE MEMBRANA EXTRACELULARES

La produccion de vesiculas extracelulares (EVs) es una caracteristica comun en todos los
organismos que conforman las tres grandes ramas del arbol de la vida. Es decir, esta
presente tanto en el dominio Bacteria (gramnegativas, grampositivas) como en Archaea
y por ultimo en el dominio Eucarya, tanto en organismos unicelulares como pluricelulares

(Deatherage & Cookson, 2012).

Independientemente de su origen, todas las EVs presentan una serie de caracteristicas
comunes. En primer lugar, las EVs forman parte de un sistema de secrecion y transporte
de moléculas bioactivas, promoviendo la interaccion de la célula secretora con el medio
extracelular o interaccionando con otras células, sin la necesidad de establecer un contacto
directo. Ademas, presentan una estructura similar ya que se trata de unas estructuras
esféricas formadas generalmente por una bicapa lipidica, que incluye en su interior
diferentes componentes, como proteinas, enzimas, acidos nucleicos, o moléculas
seflalizadoras, que les confieren una gran diversidad funcional. También permiten la
liberacion del contenido envuelto por una bicapa lipidica, por lo que el material secretado
se encuentra protegido de enzimas degradativos que pudieran estar presentes en el medio
y al mismo tiempo, contienen moléculas de adhesion en su superficie, que favorecen su

adquisicion o captura por la célula receptora (Kulp & Kuehn, 2010; Théry et al., 2009).

Todas estas caracteristicas juntas hacen que las EVs hayan surgido recientemente como
una pieza clave en la comunicacion intercelular, interviniendo en diferentes procesos
fisiologicos: median la interaccién huésped-patdgeno, actGan modulando el sistema
inmune, participan en el desarrollo y diferenciacion de tejidos en eucariotas, en la
formacién de biofilms en procariotas, o permiten la secrecion de material genético
(Yafiez-Mo et al., 2015). Asimismo, el estudio de EVs es un campo de la ciencia que esta
en plena expansion debido a su potencial biotecnoldgico tanto en el desarrollo de vacunas
o de kits de diagnostico, tratamiento de enfermedades, o como vehiculo de transporte de

moléculas terapéuticas (Théry et al., 2009; Yoon et al., 2014).

Ahora bien, existen diferentes tipos de EVs en funcion de su origen, formacion o tamaiio.
En eucariotas podemos diferenciar 2 subtipos principales: los exosomas, que presentan
unos diametros inferiores a 100-150 nm y que se originan en el interior de la célula,

concretamente en cuerpos multivesiculares; mientras que las vesiculas que se originan a
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partir de la membrana plasmatica y que presentan una gran disparidad de diametros (100-
1000 nm) se denominan ectosomas, microvesiculas, microparticulas, oncosomas o
cuerpos apototicos (Mateescu et al., 2017). Por el contrario, en procariotas se originan
un solo tipo de vesicula a partir de la envuelta bacteriana mas externa. En funcion de si
se trata de una bacteria grampositiva se denominan vesiculas de membrana, mientras
que en bacterias gramnegativas se designan vesicula de membrana externa (Deatherage

& Cookson, 2012) .
1.1 VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA BACTERIANA (OMVs)

Las vesiculas de membrana externa (outer membrane vesicles, OMVs) son estructuras
esféricas, con un diametro comprendido entre 20-300 nm, originadas a partir de la
expansion de la membrana externa bacteriana (outer membrane, OM), que comporta la
encapsulacion de contenido del periplasma (P) en su interior. Por lo tanto, las OM Vs estan
formadas por una bicapa lipidica procedente de la OM, compuesta por lipopolisacaridos
(LPS), fosfolipidos y proteinas de membrana externa y en el interior, generalmente se
encuentran proteinas solubles procedentes del periplasma. Curiosamente, también se ha
descrito en las OMVs la presencia de RNA, DNA y otros compuestos del citoplasma,

junto con componentes de la membrana interna bacteriana (inner membrane, IM).
1.2 FUNCIONES DE LAS OMVS

En general, las OMVs en bacterias gramnegativas, se consideran parte un sistema de
secrecion y liberacion a través del cual se pueden diseminar productos bacterianos a cierta
distancia y transmitir funciones bioldgicas al medio ambiente y/o sobre otras células.
Aunque las funciones que realizan las OM Vs atin no se han resuelto completamente, esta
ampliamente aceptado que los componentes asociados a estas estructuras presentan
distintas actividades biologicas, lo cual hace pensar que las OMVs podrian ejercer
multiples roles. A continuacion, detallaremos las funciones que se han propuesto para las
OMYVs (Bonnington & Kuehn, 2014; Kulkarni & Jagannadham, 2014; Kulp & Kuehn,
2010).

1.2.1 Adquisicion de nutrientes y eliminacién de bacterias competidoras.

Las OMVs contienen enzimas, receptores y transportadores que pueden contribuir a la
adquisicion de nutrientes y por tanto a la supervivencia de la bacteria (Biller et al., 2014;
Nevot et al., 2006a, Lee EY et al., 2008). De este modo, enzimas como una

aminopeptidasa de Pseudomonas aeruginosa al excretarse asociada a OMVs puede ser
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externalizada y al mismo tiempo ser activa, favoreciendo la disponibilidad de una mayor
concentracion de aminoacidos alrededor de la bacteria (Kulp & Kuehn, 2010). Otro
ejemplo similar seria la posible captacion y concentracion de metales alrededor de la
bacteria mediante OMVs, permitiendo que éstos estén disponibles para su absorcion y

posterior uso, favoreciendo el crecimiento bacteriano (Lin et al., 2017).

El incremento de la actividad degradativa para aumentar la biodisponibilidad de
nutrientes, puede beneficiar no sélo a la bacteria secretora, sino también a su huésped o
alas células de su entorno. Por ejemplo, los miembros del género Bacteroides son actores
clave en la simbiosis entre el huésped humano y la microbiota intestinal. Los miembros
de este género son conocidos por su capacidad para degradar una amplia variedad de
azucares que luego son absorbidos y empleados por el huésped. Paralelamente, estos
azucares degradados pueden ser empleados por Bacteroides y/o otros miembros de la
microbiota, dando como resultado la produccion de acidos grasos de cadena corta que
también son beneficiosos para el huésped. Se ha observado que miembros de este género
como B. fragilis y B. thetaiotaomicron, producen OMVs que presentan una elevada
cantidad de glicosilasas y proteasas, las cuales son activas en ensayos in vitro (Elhenawy
et al., 2014). Siguiendo esta linea, se ha observado una elevada cantidad de vesiculas en
los océanos y se supone que las OMVs podrian ser utilizadas como fuente de
alimentacion en los ecosistemas marinos debido a que formaria parte de la materia
organica disuelta (DOC) facilitando el crecimiento de los organismos heterétrofos (Biller

etal., 2014).

Al mismo tiempo, las OMVs promueven la lisis de otras bacterias ya que contienen en su
interior potentes enzimas liticos, concretamente peptidoglicano hidrolasas, que tienen la
capacidad de degradar la capa de peptidoglicano tanto de bacterias gramnegativas como
grampositivas, provocando la eliminacion de microorganismos competidores del entorno
y al mismo tiempo, favorecer la asimilacion de los nutrientes liberados durante la lisis

bacteriana (Kadurugamuwa & Beveridge, 1996; Li et al., 1998).
1.2.2 OMVs en la virulencia de cepas gramnegativas patégenas.
1.2.2.1 Secrecidn de toxinas y factores de virulencia.

Se ha demostrado claramente que la virulencia de numerosas bacterias patdogenas
gramnegativas como P. aeruginosa, Escherichi coli, Proteus mirabilis, Serratia

marcenscens, depende en parte de la habilidad de secretar diversos factores de virulencia
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mediante OMVs. Se ha descrito la presencia de hemolisinas, aerolisinas, fosfolipasas,
proelastasas (Unal et al., 2011) y toxinas tales como ClyA o la toxina shiga en E. coli
(Kolling & Matthews, 1999; Wai et al., 2003), y la toxina Cif en P. aeruginosa
(Bomberger et al., 2009). Estos factores, al ser transportados en el lumen de las OMVs,
quedan protegidos frente a la accion de enzimas o compuestos constitutivos del huésped
que podrian inactivarlos, por lo que las OMVs proporcionan una via alternativa para la

liberacion de dichos factores (Ellis & Kuehn, 2010; Jan, 2017; Kuehn & Kesty, 2005).
1.2.2.2 Modulacion de la respuesta inmune del huésped.

Por otra parte, las OMVs al desprenderse de la OM bacteriana, inducen la activacion del
sistema inmune del huésped mediante los patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) tales como LPS, lipoproteinas, porinas o PG. De hecho, la respuesta inmune
ejercida por las OMVs es mucho mayor que la producida solo por el LPS aislado o por
vesiculas lisadas (Jun et al., 2013; Jung et al., 2016; Nakao et al., 2011). Por ello, una de
las aplicaciones biotecnologicas de las OMVs mas interesantes, es la de ser empleadas

como vacunas o adyuvantes (Ellis & Kuehn, 2010; Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015).

Ademas de sus efectos proinflamatorios, las OMV pueden modular o incluso suprimir la
respuesta de las células inmunes del huésped mediante una accion directa (Kaparakis-
Liaskos & Ferrero, 2015). Pondriamos como ejemplo el caso de Legionella pneumophila,
una bacteria intracelular, en la que la internalizaciéon de OMVs por la célula huésped
induce la replicacion de la bacteria mediante la induccion de un miRNA que inhibiria la
apoptosisi de los macrofagos infectados (Jung et al., 2016). En este mismo sentido,
también destacariamos el trabajo de Koeppen y colaboradores (2016) en el que se
describio en P. aeruginosa PA14 la secrecion de un small RNA internalizado en
vesiculas, que reduciria directamente la secrecion de citocinas inducida por la
internalizacion de las OMVs por células del huésped, consiguiendo atenuar la respuesta

proinflamatoria.
1.2.3 OMVs como mecanismo de defensa.

Debido a que las OMVs mimetizan la OM bacteriana, se ha propuesto que éstas también
podrian actuar como primer mecanismo de defensa contra aquellas substancias que atacan
directamente la membrana externa bacteriana. Algunos estudios han observado que
cuando una poblacion bacteriana se pone en contacto con un antibidtico o con un fago,

producen una gran cantidad de OMVs con dos posibles finalidades. La primera seria
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evitar que el agente toxico entre en el interior de la bacteria mediante la eliminacion y
renovacién de la OM y la segunda seria bloquear la accion del agente toxico mediante su
unién a OMVs. Estos factores pueden ser tanto abioticos (antibidticos, detergentes, etc.)
como bidticos (bacteriéfagos y anticuerpos) y serian neutralizados mediante OMVs

(MacDonald & Kuehn, 2012).

Por otra parte, algunas investigaciones indican que las OMVs actuarian como un
mecanismo de secrecion de compuestos toxicos o de productos de desecho de celulares,
contribuyendo a la supervivencia de la célula. Se ha observado un incremento en la
vesiculacién originada por una acumulaciéon de proteinas con una conformacion
incorrecta (Mcbroom & Kuehn, 2007). También se ha descrito que aquellos agentes que
activan la respuesta SOS originada por un dafio del DNA celular, incrementan los niveles
de vesiculacion, aunque el mecanismo por el cual se produce continua siendo

desconocido (MacDonald & Kuehn, 2013).
1.2.4 OMVs en la formacion de biofilms.

Se considera que la mayoria de las bacterias en la naturaleza viven formando biopeliculas
también denominadas biofilms, los cuales se definen como comunidades de células
adheridas a una superficie bioldgica o inerte y rodeadas por una matriz extracelular
polimérica (extracellular polymeric substance, EPS). Esta matriz contiene entre otros
compuestos, DNA, fragmentos de células como flagelos y pilis, proteinas y sirve como

“capa” protectora para las bacterias (Hall-Stoodley et al., 2004).

Scooling y Beveridge (2006) mediante la observacion por microscopia electronica de
transmision de biofilms obtenidos in vitro o extraidos de entornos naturales de P.
aeruginosa, describieron por primera vez la presencia de OMVs en las matrices
extracelulares, sugiriendo que estas podrian estar implicadas en la sefializacion dentro del
biofilm. Asimismo, el estudio realizado por Yonezawa y colaboradores (2011), demostro
que la adicion de OMVs a cultivos de Helicobacter pylori estimulaba la producciéon de
biofilms, respaldando la idea de que las OMVs estarian implicadas en procesos de

formacion de comunidades multicelulares (MacDonald & Kuehn, 2012).

Es importante tener en cuenta que los biofilms son estructuras complejas en las que la
bacteria deja de vivir en forma libre para desarrollar un comportamiento multicelular. La
transicion entre el estado libre al de biofilm esta guiada por un conjunto de sefales

difusibles que conforman el sistema de sefializacion de Quorum Sensing (QS). Se ha
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propuesto que las vesiculas mediarian la transmision de senales con el fin de facilitar la
comunicaciéon bacteriana. Especialmente, se ha propuesto que las vesiculas
empaquetarian aquellas sefales hidrofobicas que no pudieran difundir en el medio, como
es el caso de la sefial Pseudomonas Quinolone Signal (PQS) secretada por P. aeruginosa
(Mashburn & Whiteley, 2005; Tashiro et al., 2010) o la senal N-acilhomoserina lactona
(AHLs) empaquetada en vesiculas por Paracoccus denitrificans Pd1222 (Toyofuku et al.,
2017).

1.2.5 OMVs en la transferencia de material genético.

Se han publicado varios estudios donde se ha detectado material genético en el interior
de las OM Vs, sugiriendo que podrian desempefiar un papel importante en la transferencia
horizontal de genes entre especies bacterianas. La presencia de DNA tanto de origen
plasmidico como cromosomico, se ha descrito en OMVs producidas por cepas de
importancia clinica, como Haemophilus influenzae, P. aeruginosa, Salmonella
typhimurium, Shigella flexneri y Yersinia pestis, entre otras (Dorward & Garon, 1990;
Kahn et al., 1983; Renelli et al., 2004).

Ademas, en algunas especies se ha descrito la transferencia lateral de genes mediada por
OMVs. Los primeros trabajos publicados fueron en Neisseria gonorrhoeae y
demostraron que las OMVs eran capaces de vehiculizar plasmidos de resistencia a
penicilina (Dorward et al., 1989). Mas tarde, en E. coli O157:H7 se descubrio que las
OMVs también vehiculizaban genes de virulencia, concretamente aquellos que
codificaban para la toxina shiga (stx1 y stx2) (Kolling & Matthews, 1999).
Posteriormente, se comprobo que las mismas vesiculas de E. coli O157:H7 eran capaces
de transferir estos genes a otras especies de enterobacterias, como Salmonella enterica
serovar Enteritidis o E. coli JM109. Asimismo, se demostrd que las vesiculas de E.coli
O157:H7 infectada por un bacteriéfago, podian transferir el DNA viral permitiendo la
replicacion del fago en nuevas bacterias receptoras (Yaron et al., 2000). También en
cepas multi-resistentes de Acinetobacter baumannii, se confirmado la transferencia de
plasmidos que codificaban para resistencias a carbapenemas mediante OMVs. Este
ultimo descubrimiento fue bastante relevante debido a que A. baumannii actia como
cepa reservorio de resistencias a antibidticos en ambientes hospitalarios (Rumbo et al.,

2011).



INTRODUCCION

Por lo tanto, la presencia de DNA dentro de OMVs y la transferencia de éste DNA
podrian suponer un nuevo mecanismo de transferencia lateral de genes claramente

distinto a los tradicionales como son la transformacion, conjugacion o transduccion.

Ademas de las citadas funciones, las OMVs estarian involucradas en otras que han sido
recopiladas en diferentes revisiones bibliograficas, aunque cabe destacar que todas ellas
estan relacionadas con la transferencia de diversas moléculas, con la finalidad de

promover la interaccion de la célula secretora con su entorno (Fig. 1.1)

Modulacién de la i Adquisicion de
respuesta inmune nutrientes
Resistencia a factores bactericidas Nutrientes
Tones inorganicos
Factores de virulencia Receptores TonB -

Lisis bacterias
competidoras

Transferéncia de

material genético Hidrolasas

Receptor bacteriofagos Invasivas/Adhesinas

Toxinas

. Porinas
Tolerancia a solventes

Supervivéncia y Biofilm Interaccion con célula huésped

Figura 1.1. Esquema de las funciones fisiolégicas y patologicas de las OMVs de bacterias
gramnegativas. (Adaptacion de Lee EY et al., 2008).

1.3 BIOGENESIS DE LAS OMVS.

La formacion de las OMVs tiene lugar en las envueltas celulares de las bacterias
gramnegativas (Fig. 1.2), que estan compuestas por una doble bicapa lipidica, formada
por la membrana externa (OM) y la membrana interna (IM), que delimita el
citoplasma celular. La OM se encuentra en contacto con el medio exterior y se trata de
una bicapa lipidica asimétrica, ya que su cara interna esta compuesta por fosfolipidos,

mientras que la cara externa estd formada por glicolipidos, donde encontramos el
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lipopolisacarido bacteriano (LPS). El LPS estd compuesto por tres partes: el lipido A
que es un disacarido de glucosamina con seis o siete cadenas de acidos grasos que anclan
la estructura a la membrana, una region constante de oligosacaridos y el antigeno O,
formado por un polisacarido de naturaleza muy variable y que confiere carga negativa a

la envuelta bacteriana.

Entre la OM y la IM encontramos el periplasma (P) bacteriano que contienen una elevada
cantidad de proteinas y donde se sitGia la fina malla de peptidoglicano (PG), que
conforma la tercera capa de la envuelta de una bacteria gramnegativa (Beveridge, 1999).
A lo largo de toda la envuelta bacteriana encontramos diferentes proteinas estructurales
que estabilizan los diferentes componentes. Con pocas excepciones, las proteinas de la
OM se pueden dividir en dos clases: las proteinas integrales transmembrana
denominadas OMPs (outer membrane proteins), con conformacion de barril f y formadas
por varias subunidades formando un cilindro que permite el paso de moléculas y a su vez,
ejercen funciones estructurales estabilizando la envuelta bacteriana. El otro grupo de
proteinas de la OM son las lipoproteinas que no suelen ser proteinas transmembrana,
sino que generalmente se unen a la cara mas interna de la OM y la anclan al PG; el ejemplo

mas conocido seria la Lipoproteina de Braun (Lpp) (Silhavy et al. 2010).

saesneagueesne el
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Figura 1.2. Esquema de la envuelta de una bacteria gramnegativa. La envuelta esta formada
por la membrana externa (OM) y la membrana interna (IM), y entre ellas, encontramos
peptidoglicano (PG) situado en el periplasma. El PG estd compuesto por repeticiones de
disacaridos, formados por N-acetil-glucosamina y N-acetil-muramico (NAG-NAM) unidos
mediante enlaces peptidicos. También encontramos proteinas, que pueden ser solubles en el
periplasma (estrella), de transmembrana (cilindros) o lipoproteinas (ovales). La estabilidad de la
envuelta bacteriana es mantenida por diversas uniones: uniones covalentes, como la que establece
la lipoproteina de Braun (Lpp) en la OM con el PG; uniones no covalentes, como la establecida
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entre la proteina transmembrana OmpA con el PG, o por el complejo tol-pal, formado por: TolA,
TolB, TolQ (Adaptado de Schwechheimer & Kuehn, 2015).

Las OMVs se producen a partir de una protuberancia de la OM que promueve la
encapsulacion de contenido del periplasma en su interior. Este modelo fue propuesto a
partir de visualizaciones realizadas por microscopia electronica de transmision, donde se
observaron unas estructuras esféricas formadas por una bicapa lipidica y que
encapsulaban un material mas electrodenso que el del exterior de la vesicula. La bicapa
lipidica de las OMVs presentaba el mismo patron de tincion que la OM bacteriana y el
lumen de las OMVs tenia la misma densidad electronica que el periplasma bacteriano.
Estudios posteriores, permitieron comparar la composicién proteica y lipidica de las
OMVs con la OM bacteriana determinando que existian diferencias y por tanto, indicando
que la vesiculacidén no seria un proceso aleatorio, sino que se generarian mediante un
mecanismo bien regulado (Kulp & Kuehn, 2010). EI mecanismo por el cual se producen
las OMVs continta siendo desconocido, aunque al derivar de la envuelta bacteriana, se
considera que los elementos que mantienen la estabilidad de la misma, participarian en el
proceso de vesiculacion (Kulp & Kuehn, 2010; Schwechheimer & Kuehn, 2015; Haurat
et al., 2010; J. Lee et al. 2016; J. Li, Azam, & Zhang, 2016; Kulkarni & Jagannadham,
2014; Yuetal., 2017)

Se han propuesto varios modelos de vesiculacion que se exponen a continuacion.
1.3.1 Modulacion de las uniones proteicas presentes en la envuelta bacteriana.

Varios modelos publicados sugieren que la liberacion de OMVs se produce en aquellas
zonas de la célula en las que se ocasiona una disminucioén temporal en el nimero de
uniones que mantienen estable la estructura de la envuelta bacteriana (Deatherage et al.,
2009). La asociacion de los diferentes componentes de la envuelta, formada por OM, PG
y IM, se mantiene gracias a la presencia de diferentes complejos de proteinas integrales
de membrana (Fig. 1.3, A). Estudios moleculares han detectado que la delecion de dichas
proteinas conlleva a una mayor secrecion de vesiculas (Kulp et al., 2015; McBroom et
al., 2006). Uno de los ejemplos mas estudiados han sido el que afecta al complejo de
transmembrana tol-pal, que es un conjunto de lipoproteinas que mantienen el PG asociado
a la OM y a la IM mediante uniones no-covalentes, juntamente con la porina OmpA.
Simultaneamente, también participa de este complejo la Lipoproteina de Braun (Lpp)

que permiten establecer uniones covalentes entre el PG y la OM, con el fin de
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salvaguardar la integridad de la membrana (Bernadac et al., 1998; Deatherage et al., 2009;
Schwechheimer & Kuehn, 2015).

Por tanto, una disminucion del niumero de uniones conllevaria un aumento de la
vesiculacion. Diversos estudios realizados en cepas mutantes han descrito que la delecion
de la proteina OmpA comporta un aumento de la vesiculacion en las cepas A. baumannii,
Salmonella spp y Escherichia coli (Schwechheimer & Kuehn, 2015). De la misma
manera, se ha observado que en Vibrio cholerae la disminucion de OmpA producida por
la sobreexpression del small RNA vrrA, comporta un incremento en el nimero de OMVs
secretadas. Sin embargo, Roier y colaboradores (2015) al analizar la presencia de la
porina P5 (homoéloga a OmpA) en muestras de OM y OMVs obtenidas de la cepa salvaje
de Haemophilus influenzae no observaron ninguna diferencia, sugiriendo que los

elementos implicados en la vesiculacion podrian ser distintos entre especies diferentes.

A modo de conclusion, los autores que defienden este modelo consideran que en
condiciones ambientales, los cambios en la frecuencia en las interacciones entre los
diversos componentes de la envuelta, tendrian lugar en aquellos puntos donde se esta
llevando a cabo la remodelacion de la pared celular o bien, la division bacteriana.
Estimulando la secrecion de OMVs. De todos modos, la remodelacion de la pared y la
division bacteriano son procesos que se dan en condiciones fisioldgicas y por lo cual, no
deberian afectar a la estabilidad de la membrana. Por tanto, los autores sugieren que la
vesiculacidon, en parte, seria una consecuencia del propio crecimiento bacteriano y
también de la reestructuracion de la envuelta celular asociada a una respuesta al estrés

(Deatherage et al., 2009).
1.3.2 Lipopolisacarido bacteriano (LPS).

Ciertos estudios apuntan a que la desestabilizacion del LPS induciria la formacion de
OMVs. En P. aeruginosa se ha descrito un mecanismo que involucraria a la molécula
PQS (Pseudomonas Quinolone Signaling) en la formacion de las OMVs. El LPS
bacteriano suele presentar un elevado nimero de cargas negativas que estan neutralizadas
gracias a la presencia de cationes divalentes que estabilizan la membrana. Pero la
molécula PQS, aparte de ser una molécula inductora de sistema de sefializacion Quorum
Sensing, es un sideroforo que actia como agente quelante. Por lo tanto, la secrecion de
PQS al medio, conllevaria el secuestro de los cationes divalentes, desestabilizando los
enlaces i6nicos establecidos entre éstos y el LPS, aumentando asi la repulsion anionica y

por consiguiente, estimulando la liberacion de las OMVs (Fig. 1.3, B) ( Mashburn-Warren
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& Whiteley, 2006). Recientemente se ha propuesto una revision de este modelo por el
cual la liberacion de las vesiculas no se daria por un aumento de la repulsion sino por la
expansion de la OM producida por el acoplamiento del PQS con el LPS (Florez et al.,
2017).

Diversos estudios han indicado que la estructura del LPS también afectaria a la secrecion
de OMVs (Deatherage & Cookson, 2012). Concretamente, se ha observado que las
vesiculas secretadas por P. aeruginosa estan enriquecidas en el LPS serotipo B (Fig. 1.3,
C), que presenta un mayor nimero de cargas negativas en su estructura, respecto al LPS
serotipo A que es mayoritario en la célula (Kadurugamuwa & Beveridge, 1995). Por lo
tanto, la vesiculacion tendria lugar por un aumento de las fuerzas de repulsion, debida a
un aumento de las cargas negativas asociadas al LPS serotipo B, produciendo una
inestabilidad en la membrana que a su vez generaria el incremento en la vesiculacion
(Sabra et al., 2003). Asimismo, se ha descrito una menor vesiculacion en la cepa
Porphyromonas gingivalis en la que se ha eliminado el antigeno O del LPS, reduciéndose
asi las cargas negativas (Haurat et al., 2010). De todos modos, en otro estudio realizado
en P. aeruginosa donde generan mutantes delecionados para genes que introducen
modificaciones en el antigeno-O del LPS bacteriano, no observaron diferencias en los
niveles de vesiculacion respecto a la cepa salvaje, aunque si detectaron un cambio en la

composicién y tamaio de las vesiculas secretadas (Murphy et al., 2014).
1.3.3. Modificacion en la composicion de lipidos.

Diversos estudios han resaltado la diferente composicion en fosfolipidos de la OM
respecto las OMVs y por lo tanto, elementos involucrados en mantener la estructura de la
envuelta bacteriana a nivel de composicion lipidica, también podrian estar implicados en
la vesiculacion (Kulkarni et al., 2014; Schwechheimer et al., 2015).

Recientemente se ha propuesto un nuevo mecanismo de biogénesis de vesiculas, en el
que esta implicado el sistema de transporte VacJ/Yrb ABC (ATP-binding cassette),
responsable de mantener la asimetria de la OM mediante el transporte de fosfolipidos
(Fig. 1.3, E). Una delecion de este sistema conlleva a una acumulacion de fosfolipidos en
la OM, que conduce a la formacién de una vesicula (Roier et al., 2016).

También se ha descrito que modificaciones en el lipido A del LPS influirian en la
biogénesis de las OMVs (Fig. 1.3D). Concretamente, se ha observado que en las OMVs
de P. gingivalis, en condiciones normales de crecimiento estan enriquecidas en las formas

desaciladas del LPS bacteriano (Elhenawy et al., 2014). Ademas, se ha descrito en
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Salmonella enterica serovar Typhimurium que el incremento en las formas desaciladas
del lipido A del LPS mediante la sobreexpresion de la enzima responsable PaglL
desacilasa, conlleva a un incremento de la vesiculacion (Elhenawy et al., 2016). Sin
embargo, en las OMVs de S. enterica serovar Typhimurium sin inducir, no observaron
diferencias en las formas desaciladas del LPS respecto la OM, sugiriendo que el

enriquecimiento de las formas desaciladas en OMVs S. enterica podria ser un artefacto.

1.3.4. Aumento de la turgencia en el espacio periplasmico.

Todos los modelos anteriores parten de la observaciéon de que una alteracion en la
homeostasis de la envuelta bacteriana, conduce a un aumento de la vesiculacién. Sin
embargo, existe un estudio que permitié sugerir otro modelo. McBroom y colaboradores
(2006) demostraron que cepas de E.coli mutantes que presentaban una alteracion en el
sistema de respuesta al estrés (SOS response) generaban una gran cantidad de OMVs (Fig.
1.3, F). Este incremento en la vesiculacion se atribuyo a la acumulacion de proteinas mal
formadas en el periplasma, produciendo un aumento de la turgencia en puntos
determinados de la OM, generando una curvatura que induciria la formacion de la OMVs

(Mcbroom & Kuehn, 2007).

En condiciones ambientales, ésta acumulacion de material, se daria en aquellos escenarios
en los que la célula estaria sometida a un estrés que generaria proteinas con una
conformacion erronea, y al estar mal plegadas, no serian funcionales, pero si toxicas para
la célula. Por lo tanto, su inclusion en vesiculas ofreceria una eliminacion selectiva de
material no deseado, favoreciendo la supervivencia de la bacteria (Mcbroom & Kuehn,

2007).

El mecanismo de vesiculacion como consecuencia del incremento de la turgencia en
ciertos puntos de la envuelta, también se ha propuesto para explicar la presencia de
fragmentos de PG en el interior de las vesiculas. En el periplasma se encuentran los
enzimas degradativos del PG denominados autolisinas que participan en procesos de
remodelacién celular. Estos enzimas intervendrian en la formacion de vesiculas mediante
la descompactacion de la malla de peptidoglicano, que permitiria la incorporacion de
proteinas del periplasma y la disminuciéon de las uniones con la OM-PG.
Simultaneamente, los fragmentos de PG se irfan acumulando en el espacio
periplasmatico, aumentando la turgencia y facilitando la formacion de OMVs

(Kadurugamuwa & Beveridge, 1996; Zhou et al., 1998).
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Figura 1.3. Esquema de los diferentes mecanismos de vesiculaciéon propuestos para
bacterias gramnegativas. (A) Modelo de alteracion de la estabilidad de la envuelta por la
reduccién del nimero de uniones. (B) Modelo propuesto para P. aeruginosa, donde la molécula
PQS secuestra iones divalentes, desestabilizando la OM; otra alternativa es que PQS se intercale
entre las moléculas de LPS bacteriano, produciendo una expansion de la OM, que acaba
liberandose en forma de vesicula. (C) Las OMVs se forman en zonas que presentan un
enriquecimiento de un serotipo concreto de LPS que contiene un mayor nimero de cargas
negativas. Las OMVs se forman por un incremento de las fuerzas de repulsion. (D) La expresion
del enzima Pagl desacilasa, induce la vesiculacion, por un enriquecimiento de las formas
desaciladas en la OM que se liberaran en las OMVs sin generar una inestabilidad en la envuelta.
(E) Mecanismo de biogénesis basado en la acumulacion de fosfolipidos en la cara mas externa de
la OM, en ausencia del sistema de transporte VacJ/YrbABC. (F) La vesiculacion se genera debido
a un enriquecimiento de proteinas en determinados puntos del periplasma, generando un
incremento la turgencia e induciendo una curvatura de la OM (Adaptado de Schwechheimer &
Kuehn, 2015).

1.4 COMPOSICION DE LAS OMVs.

Las vesiculas de membrana al originarse a partir de la superficie bacteriana, estan
constituidas principalmente por lipidos y proteinas procedentes de la membrana externa.
Ademas, engloban contenido del periplasma, quedando excluidos componentes

procedentes del citoplasma bacteriano y de la membrana interna.

Los estudios sobre la composicion de las OMVs se han centrado principalmente en su

WC P OM OMV contenido proteico. Estudios iniciales comparando la

lé‘éi = e ~  composicion de las OM Vs respecto a la OM bacteriana
=] == .

64 - S5 - mediante geles SDS-PAGE, mostraron que los perfiles

30 = “ - de proteinas eran similares, pero no idénticos, ya que
36 — = - . . . . .

. - ciertas fracciones proteicas estaban enriquecidas en las

22 _ - OMVs, mientras que otras proteinas quedaban

—
| —~— excluidas (Fig. 1.4). Por otra parte, se observd la
6 presencia de ciertas bandas en las muestras de
- | —

vesiculas que no eran apreciables en las muestras

Figura 14. SDS-PAGE, analizadas de la OM, correspondiéndose con proteinas

tefiido con Comassie. Lisados
celulares (WC), periplasma (P),
OM y OMVs. Los perfiles anticuerpos especificos se confirmé la composicion

proteicos de OMVs de E. coli . .
DHSa presentan un patrén  diferencial de las OMVs con la OM, demostrando que

periplasmicas. Ademas, mediante Western Blot con

claramente distinto a OM.

las OMVs son una identidad completamente diferente
(Fuente Lee EY et al.; 2007).

a simples fragmentos de OM (Kulp & Kuehn, 2010;
Lee EY etal., 2008; Wai et al., 2003).
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Posteriormente, se han realizado numerosos estudios protedmicos en OMVs purificadas
por ultracentrifugacion mediante gradientes de densidad, que han proporcionado
informacion vital sobre su funcion y biogénesis. El conjunto de proteinas identificadas en
las diferentes protedmicas de OMVs, se encuentran recopiladas en la base de datos

EVpedia (http://evpedia.info), y se pueden agrupar por su funcioén bioldgica segin la

clasificacion proporcionada en la base de datos eggNOG (evolutionary genealogy of
genes: Non-supervised Orthologous Groups). Generalmente en los estudios protedmicos
se identifican proteinas estructurales de membrana externa (OmpA, OmpC o OmpF) y
proteinas relacionadas con el ensamblaje de los diferentes componentes de la membrana.
También se suelen encontrar proteinas relacionadas con el transporte de substancias como

hierro, ademas de chaperonas y enzimas metabolicos (Fig. 1.15).

—— Proteomas celulares
mmm Proteomas de OMVs

Adhesion celular

Ensamblaje de la OM
Patogénesis

Plegamiento proteinas

Insercion proteinas en membrana
Protedlisis

Respuesta a antibioticos
Transporte de hierro

1 2
% proteinas anotadas

Figura 1.5. Comparacién de las funciones realizadas por las proteinas identificadas en
estudios proteémicos de OMVs y el correspondiente extracto celular. Las barras blancas y
negras corresponden a los porcentajes de proteinas anotadas en los diferentes proteomas celulares
y sus respectivas OMVs. Test de Fisher p-valor < 0.01 (**) y 0.001 (***). (Fuente Lee J. et al
2016).

Cabe destacar, que algunas de las proteinas identificadas con mas frecuencia en los
analisis protedmicos de OMVs purificadas proceden del citoplasma bacteriano, como es
el caso de la chaperona GroEL, el factor de elongacion EF-Tu o la RNA polimerasa
(Tabla 1.1, Fig. 1.6). Sin embargo, su presencia continia siendo controvertida y la

discutiremos en el Apartado 1.4.1.
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Tabla 1.1. Lista de las 15 proteinas identificadas con mayor frecuencia en los estudios
proteémicos de OMVs y recopiladas en EVpedia (Fuente Lee J. et al., 2016).

Ne Nombre de la proteina Nombre del gen

=

Outer membrane proteins and related

. . . . OmpA, Omp4, OprF, Pal, YiaD, YfiB
peptidoglycan-associated lipoproteins

2 Chaperonin GroEL GroEL, GroL, GroL1, GroL2

3 Elongation factor Tu (EF-Tu) Tuf, TufA, TufB

4 Long-chain fatty acid transport protein FadL

5  ATP synthase, beta subunit AtpD

6 Elongation factor G (EF-G) FusA, FusB

7  ATP synthase, alpha subunit AtpA

8 DNA-directed RNA polymerase, beta’ RpoC
subunit(160 kDa subunit)

9 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FkpA

10 Protein TolB TolB

11 Outer membrane efflux proteins AprF, CmeC MtrE, OprM, TolC, YohG

12 Outer membrane protein assembly factors BamA, Oprg6

13  Succinyl-CoA synthetase, beta subunit SucC

14 DNA-directed RNA polymerase, beta RpoB
subunit(140 kDa subunit).

15 Glutamine synthetase GlnA

Otro de los componentes mas abundantes en OMVs y posiblemente, el que menos
atencion ha recibido, son los lipidos. Como la curvatura de las OMVs es mayor que la de
la célula, se considera que la composicion en fosfolipidos deberia ser distinta de la OM

(Kulkarni & Jagannadham, 2014).

Estudios realizados mediante cromatografia de capa fina, han determinado que los lipidos
predominantes en OMVs son LPS, fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y cardiolipina,
siendo también los mayoritarios en muestras de OM (Jan, 2017; Nevot, et al., 2006a). De
todos modos, hay ciertos lipidos que estan en menor proporcion y solo se encuentran
asociados a OMVs (Kato et al., 2002). Por otra parte, Tashiro y colaboradores (2011),
mostraron que en P. aeruginosa el fosfolipido mayoritario en OMVs era la
fosfatidiletanolamina, mientras que en muestras de OM era el fosfatidilglicerol.
Asimismo, en este estudio se detectd mediante cromatografia de gases acoplada a un
espectrometro de masas, una mayor proporcion de acidos grasos saturados en OMVs,

respecto a la OM.
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La incorporacion de otros componentes distintos a lipidos o proteinas ha sido descrita en
muestras de OMVs, destacando la encapsulacion de acidos nucleicos, como DNA y
moléculas sefializadoras del cudrum, como PQS y AHL (Mashburn & Whiteley, 2005;
Toyofuku et al., 2017).

1.4.1 Presencia del contenido del citoplasma en OMVs.

Tal como hemos explicado, las vesiculas se generan a partir de protuberancias de la OM
y encapsulan contenido procedente del periplasma. Como resultado, una OMYV no deberia
contener material procedente del citoplasma o de la IM. Sin embargo, los estudios
bioquimicos y protedmicos han puesto de manifiesto la constante presencia de dichos
componentes en muestras de vesiculas (Kulkarni & Jagannadham, 2014; Lee EY et al.,

2008; Schwechheimer & Kuehn, 2015).

Inicialmente, se consideraba que el material procedente del citoplasma se originaba
durante la lisis celular y su deteccion se debia a una mala preparacion de la muestra (Kulp
& Kuehn, 2010). Sin embargo si este fuera siempre el caso, no podria explicar como
algunas de las proteinas mas abundantes del citoplasma no se encuentran en vesiculas
(Lee EY. et al., 2007; Lee J. et al., 2016). Asi pues, en la actualidad se considera que el
material procedente del C y IM son componentes constitucionales de las OMVs y su
presencia se ha descrito en vesiculas procedentes de diferentes bacterias patdogenas como
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
Helicobacter pylori, Haemophilus influenzae, Francisella novicida y Neisseria
meningitidis (Choi et al., 2011; Kwon et al., 2009; Lappann et al., 2013; Mullaney et al.,
2009; Pierson et al., 2011; Sharpe et al., 2011; Toyofuku et al., 2012).

Ademas, una reciente revision realizada por Lee J. y colaboradores (2016) donde se
analiza la localizacion subcelular de todas proteinas identificadas en los 57 estudios
protedmicos incluidos en la base de datos EVpedia, pone de manifiesto la presencia
ubicua de proteinas de citoplasma en muestras de OMVs (Fig. 1.16). Cabe destacar que
la mayoria de proteinas encontradas en los diversos estudios publicados proceden del
citoplasma bacteriano (~22%), frente al 15% procedentes de la OM. Ahora bien, esto hace
referencia al total de proteinas identificadas, es decir, a la diversidad. Mientras que si s6lo
se tiene en cuenta la abundancia relativa de proteinas, las localizadas en la OM son

indiscutiblemente las mayoritarias (Choi et al., 2011).



INTRODUCCION
C—Proteomas celulares
mmm Proteomas de OMVs
Extracelular
Membrana externa

Pared celular

Periplasma

Membrana interna J—:l—|

Citoplasma - —

L T T T T 1

0 5 10 15 20 25
% proteinas anotadas

Figura 1.6. Comparacion de las diferentes localizaciones subcelulares de las proteinas
identificadas en estudios proteomicos de OMVs y lisados celulares. Las barras blancas y
negras corresponden a los porcentajes de proteinas anotadas en los diferentes proteomas celulares
y sus respectivas OMVs. Test de Fisher p-valor < 0.01 (**) y 0.001 (***). (Fuente Lee J. et al
2016).

También se han encontrado en OMVs, otros componentes citopldsmicos distintos a
proteinas. Como hemos explicado anteriormente, la presencia de DNA ha sido descrita
en vesiculas de numerosas bacterias gramnegativas. Los estudios sugieren que éste se
encontraria en el interior de las OMVs ya que el DNA asociado a vesiculas es resistente
al tratamiento externo con DNAsas (Renelli et al., 2004; Rumbo et al., 2011). Ademas,
se ha observado que las OMVs vehiculizan la transferencia de genes de virulencia y de
resistencia a antibioticos, representando el cuarto mecanismo de transferencia lateral de

genes entre bacterias (Tran & Boedicker, 2017).

De todos modos, a pesar de la trascendencia de este hecho, el mecanismo por el cual el
material genético es encapsulado en las OMVs de estas bacterias sigue siendo una

incognita.

1.4.2 Modelos de incorporacién del DNA en OMVs.

Se han planteado diferentes modelos para explicar la presencia de DNA en OMVs
(Berleman & Auer, 2013). El primer modelo, propone que el DNA presente en el medio

extracelular debido a la lisis bacteriana, podria ser internalizado en vesiculas por un
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mecanismo parecido a la transformacion bacteriana (Fig. 1.7, A). El segundo, propone
que el DNA seria incorporado en la vesicula antes de ser liberada. En este modelo, el
DNA lograria traspasar la IM de la bacteria y llegar al periplasma (P), donde seria
incorporado en el interior de la OMVs antes de su liberacion (Fig. 1.7, B) (Renelli et al.,

2004).

El ultimo modelo, sugiere que durante el proceso de vesiculacion se incorpora el
contenido citoplasmatico a partir de la protuberancias conjunta de la OM como de la IM
(Jagath L Kadurugamuwa & Beveridge, 1995a). Este modelo supondria un nuevo
mecanismo de biogénesis de vesiculas en el que se generaria un nuevo tipo de vesicula

formada por una doble bicapa lipidica (Fig. 7C).

De todos los modelos propuestos, tan solo el

" MODELO omv Dprimero ha sido probado, mientras que no
OM existen evidencias que confirmen los otros dos.
( s J\,WW\QC @A El hecho de que no exista realmente una
T explicacion probada de como componentes
citoplasmaticos son incorporados al interior de

B

una vesicula, ha hecho que la relevancia de la
presencia de DNA en vesiculas sea reducida a

una simple anécdota.

Recientemente, se ha propuesto un nuevo

modelo de incorporacion del DNA en OMVs de

@
oM
.‘“) P. aeruginosa. La encapsulacion del DNA
™M

tendria lugar mediante la lisis de la bacteria por

YW\ DNA ;
profagos, que generaria fragmentos de

Figura 1.7. Modelos de inclusién membrana que al recircularizarse incluirian el
de DNA propuestos. (Fuente DNA liberado durante la lisis bacteriana

propia C. Pérez-Cruz.)
(Turnbull et al., 2016).
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1.5 VISUALIZACION DE OMVS MEDIANTE TEM.

Debido a su pequefio tamafio, la visualizacion de OMVs en el microscopio optico es
imposible y seguramente por esta misma razon, su existencia paso inadvertida durante
aflos. En 1966, Work y colaboradores describieron la presencia de fragmentos
membranososcirculares en los sobrenadantes de E. coli cultivada en condiciones
limitantes de lisina utilizando un microscopio electronico (Kulp & Kuehn, 2010). Por lo
tanto, el desarrollo de la microscopia electronica permitio la caracterizacion estructural
de las OMVs, describiéndolas como unas estructuras esféricas con un diametro
comprendido entre 20-300 nm, compuestas por una bicapa lipidica y que encapsulan un
material mas electrodenso que el exterior de la vesicula, confirmando que no se tratan de

simples “sacos vacios” (Beveridge, 1999).

En la microscopia electronica de transmision (TEM), la imagen es obtenida al hacer pasar
a través de la muestra un haz de electrones que posteriormente es recogido en un sensor.
La imagen se obtiene por el contraste generado debido al diferente grado de absorcion
de electrones que presentan los distintos componentes de la muestra. Para que el haz de
electrones pueda atravesar la muestra, ésta no debe tener un grosor superior a 100 nm y
es necesario incrementar el contraste de la muestra con metales pesados, con el fin de
facilitar la visualizacion. Ademas, la muestra debe estar deshidratada para tolerar la

exposicion a los electrones.

Generalmente, la caracterizacion microscopica de OMVs se realiza mediante TEM de
tinciones negativas, en las que una suspension de vesiculas es depositada sobre una rejilla
que actiia como soporte y permite su adhesion. Seguidamente, la muestra es contrastada
con acetato de uranilo y deshidratada a temperatura ambiente (>24h). Las muestras son
visualizadas directamente en microscopio sin necesidad de realizar cortes ultrafinos, ya
que las OMVs presentan un minimo grosor (~100 nm), permitiendo la transmision de

electrones.
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Figura 1.8. Tinciones negativas de vesiculas aisladas de Pseudomonas PAO1. Barra 200
(izquierda). Barra 250 nm (Derecha) (Fuente propia C. Pérez-Cruz).

Esta técnica es muy util para determinar la presencia de vesiculas en una muestra, o bien
la pureza de las preparaciones de OMVs, al poder descartar la presencia de flagelos,
restos celulares o virus que puedan interferir en los resultados (Fig. 1.8). Pero sobretodo,
las principales ventajas son que permite un procesado de la muestra sencillo, rapido y
que no requiere de personal experimentado. Como contrapartida, si se pretende
caracterizar la estructura de las OMVs y de las bacterias secretoras, la tincion negativa
no dispone de la suficiente sensibilidad ya que la muestra presenta cierto grosor. Ademas,
debido a la deshidratacion de la muestra, la membrana tiende a contraerse observando en
la TEM de tinciones negativas, que las vesiculas presentan cierta alteracion en su

estructura (Klimentova & Stulik, 2015).

Por lo tanto, se recomienda el uso de la TEM de cortes ultrafinos para la caracterizacion
de vesiculas de membrana y las envueltas celulares de las bacterias (Beveridge, 1999;

Schooling & Beveridge, 2006).
1.5.1 Microscopia Electronica de Transmisién (TEM) de cortes ultrafinos.

Como hemos explicado previamente, el principio de la visualizacion de especimenes
biologicos mediante TEM se basa en hacer incidir un haz de electrones a través de la
muestra y la sefial es recogida por un sensor que convertira los electrones recogidos, en
imagen. Esto obliga a que la muestra no tenga un grosor superior a 100 nm y que esté
deshidratada para tolerar la exposicion a los electrones. Por tltimo, es necesario aplicar
tinciones con metales pesados que se uniran a los diferentes componentes de la muestra,

incrementando el contraste y aumentando la resolucion de la técnica.
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Para la visualizacion de bacterias mediante TEM, al presentar un didmetro cercano a 0,5
pm es imprescindible la realizacién de cortes o secciones de la muestra. Para su
preparacion, la muestra es fijada y seguidamente el agua es sustituida por un disolvente
que permitira la inclusion de la muestra en resinas para la realizacion de las secciones.

Este proceso es laborioso y requiere de personal experimentado.

A continuacion, introduciremos los dos métodos existentes para la preparacion de los

cortes ultrafinos y sus ventajas e inconvenientes.
1.5.1.1 TEM de cortes ultrafinos obtenidos mediante métodos convencionales.

En los métodos convencionales la fijacion se realiza mediante métodos quimicos,
utilizando reactivos como el glutaraldehido o el tetradxido de osmio (Os4O4). Estos
actiian incrementando el nimero de enlaces covalentes entre los diferentes componentes
bioldgicos de la muestra, permitiendo mantener la estructura celular tras la substitucion
del agua por disolventes organicos y la posterior inclusion en resinas para su corte. Todo

este proceso se realiza a temperatura ambiente.

Esta técnica presenta la ventaja de que los protocolos estan muy estandarizados y permite
la observacion de los especimenes biolégicos con un alto contraste. De hecho en el
pasado, contribuyd ampliamente al conocimiento de la morfologia celular bacteriana,
describiendo la pared de bacterias grampositivas y gramnegativas, la existencia de
fimbrias, flagelos, microcompartimentos y quimiorreceptores entre otras estructuras

(Hurbain & Sachse, 2011; Pilhofer, Ladinsky, McDowall, & Jensen, 2010).

Sin embargo, el uso de fijadores quimicos, la deshidratacion y el uso de agentes
potenciadores del contraste alteran indiscutiblemente la estructura fina de la célula.
Ademas, acarrea la formacion de artefactos que pueden generar cierta confusion. Como
ejemplo de sto, en los afios 50 se describio la estructura denominada “mesosoma”, que
consistia en invaginaciones de la membrana interna o citoplasmatica, a la que se
atribuyeron multiples funciones. Mas tarde, gracias a la mejora en las técnicas de fijacion
se confirmd queestas estructuras eran simples artefactos. Otro ejemplo de artefactos
generados por fijacion quimica consistiria en la clasica estructura del nucleoide
bacteriano descrito, mediante TEM convencional, como una “vacuola” formada en su
interior por fibras de DNA (Fig. 1.19. A-B). Esta estructura “vacia” en el citoplasma era

generada durante la fijacion y substitucion de la muestra y no se corresponde con la vision



INTRODUCCION

actual que tenemos del nucleoide bacteriano (Fig. 1.19, C) (Eltsov & Zuber, 2006;
Pilhofer et al, 2010).

Fijacion
Quimica

HPF-FS

Figura 1.9. Micrografias de Pseudoalteromonas antarctica NF3", comparando los dos
métodos de preparacion de muestras para su visualizaciéon en TEM. En la figura A y B el
espacio extracelular se encuentra vacio y no se observa la presencia de material capsular. En las
imagenes de HPF-FS, se observan abundantes OMVs (C,D) y ademas en la figura D, se visualiza
la capsula bacteriana (I) que rodea completamente la bacteria y a continuacion empieza la matriz
extracelular (II). Ademas, en la fijacion quimica vemos espacios vacios en el citoplasma que
corresponden al nucleiode bacteriano (n”), mientras que en las muestras de HPF-FS no estan
presentes, confirmando que se trata de un artefacto de la fijacion quimica. Barra de 100 nm
(A,B,D) barra 50 nm (C). (Adaptado de Nevot et al. 2006b.)

Por otra parte, la preparacion de la muestra mediante fijacion quimica no permite la
preservacion de la matriz extracelular polimérica (EPS) que rodea a la bacteria y que
contiene abundantes OMVs. Esto se debe, a que la matriz estd compuesta
mayoritariamente por agua (95%) y el EPS es una estructura laxa y extremadamente
hidratada. Por lo que el uso de fijadores quimicos no consigue estabilizar el polimero.
Durante la substitucion en la que se infiltra la muestra con disolventes (etanol o acetona),

se produce un desplazamiento del agua presente y que arrastra todos aquellos
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componentes altamente hidratados. Por este motivo, lo que observamos mediante TEM
convencional es que la matriz extracelular de los especimenes se encuentra colapsada y
alterada en la zona mas cercana a la célula, mientras que el espacio intercelular se
encuentra exento de material (Fig. 1.9, B) (Nevot, et al., 2006b). Mientras, que la misma
cepa bacteriana fijada con otros métodos que consiguen una mayor preservacion de la
estructura bacteriana y el material extracelular, se observa una elevada cantidad de OM Vs

(Fig. 1.9, D).

Por lo tanto, la estructura de la matriz extracelular entendida como una extensa malla de
polimero fue asumida, pero nunca visualizada hasta que fueron desarrolladas las técnicas

de High-Pressure Freezing y Freeze Substitution (HPF-FS) (Hunter & Beveridge, 2005).
1.5.1.2 TEM de muestras preparadas por criofijacién y criosustitucion.

Para la visualizacién de vesiculas y de las matrices extracelulares bacterianas en cortes
ultrafinos para su posterior visualizacion mediante TEM, se recomienda la preparacion
de las muestras mediante criofijacion y criosustitucion (High-Pressure Freezing, Freeze

Substitution, HPF-FS).

La microscopia de transmision de cortes ultrafinos de muestras preparadas mediante
criofijacion a alta presion (High-Pressure Freezing , HPF) consiste en inmovilizar los
especimenes mediante la aplicacion de temperaturas por debajo de las del nitrégeno
liquido en cuestion de milisegundos y ejerciendo una presion elevada. Por lo tanto, la
muestra es fijada mediante métodos fisicos en el que los especimenes bioldgicos son
inmovilizados mediante una congelacion rapida, a temperaturas extremadamente bajas
(< -190°C) y a altas presiones. Todo ello genera que el agua presente en la muestra
solidifique en un estado amorfo, evitando la formacion de cristales que alterarian la
estructura nativa de la célula, obteniendo “hielo vitreo”. Este proceso de fijacion de
especimenes biologicos a temperaturas extremadamente bajas y altas presiones, se lo
conoce como vitrificacion. Ademas, la congelacion de la muestra permite detener todos

los procesos bioldgicos en cuestion de milisegundos (Dubochet, 2007; 2012).

Una vez criofijada, el agua de la muestra es substituida por disolventes también a muy
bajas temperaturas (<90°C) evitando la recristalizacion del agua e imposibilitando el
arrastre o desplazamiento de los componentes. Durante este proceso denominado de
criosubstitucion, se infiltra la muestra con solventes y fijadores quimicos (glutaraldehido

o tetraoxido de osmio) para fomentar la formacion de enlaces covalentes, mientras que
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los componentes se encuentran en estado vitreo. De este modo, se consigue un alto grado
de preservacion de la estructura nativa del espécimen. Por ultimo, la muestra es embebida
en una resina para su posterior manipulacion a temperatura ambiente. La visualizacion
se realiza en un microscopio de transmision a temperatura ambiente por lo que se
requiere del uso de metales pesados con el fin de incrementar el contraste (Frias et al.,

2010; Hunter & Beveridge, 2005; Palsdottir et al., 2009; Schooling & Beveridge, 2006).

Nevot y colaboradores (2006b), demostraron en la bacteria antarctica
Pseudoalteromonas antarctica NF3", que las muestras sometidas a fijacion quimica no
mostraban material extracelular alrededor de la bacteria o en el espacio intercelular. Sin
embargo, cuando la misma cepa fue sometida a HPF-FS, se podia observar un material
capsular alrededor de la bacteria con abundante material entre células, en el que
destacaba una abundante cantidad de OMVs. Este estudio confirmo, la idea de que para
observar la presencia de OMVs en las matrices extracelulares y caracterizar la estructura,
tanto bacteriana como vesicular, se requiere como minimo del uso de TEM de cortes

ultrafinos de la muestra obtenidos después de una HPF-FS (Fig. 1.9).

Asimismo, nuestro grupo de investigacion ha caracterizado estructuralmente otras cepas
ambientales procedentes de la Antartida mediante TEM después de HPF-FS (Fig. 1.10),
como Shewanella vesiculosa M77, Shewanella livingstonensis NF22T, Psychrobacter
fozii NF23", Marinobacter guineae M3B" y Pseudoalteromonas M4.2., rebelando que
las matrices extracelulares presentaba una estructura compleja, integrada por una capsula
polimérica adherida a la superficie bacteriana, y por una gran cantidad de OMVs (Frias et

al., 2010).

De todos modos, la técnica de HPF-FS requiere de la deshidratacion de la muestra y la
adicion de fijadores y contrastes quimicos que pueden perturbar la estructura vesicular y
bacteriana. Por lo tanto, aunque en mucho menor grado esta técnica también puede

causar la presencia de ciertos artefactos.
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Psychroba.cter fozii NF23

Figura 1.10. TEM después de HPF-FS de bacterias antarticas. Estas fueron aisladas a partir
de muestras de sedimentos marinos procedentes de la Isla Decepcion, Antartida. (Frias et al.,
2010.)
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1.5.1 Criomicroscopia Electrénica (Cryo-EM).

El gran avance en el campo de la microscopia electronica ha sido el desarrollo de la
Criomicroscopia (Cryo-EM), que permite la visualizacion directa del espécimen
vitrificado en un Crio-microscopio a temperaturas de nitrégeno liquido (LNz). Evitando
la inclusion de la muestra en resinas o bien, la utilizacion de agentes potenciadores del
contraste. Por lo tanto, esta técnica permite la visualizacion de la muestra lo mas cerca
posible de la realidad, observandola directamente en su estado maximo de hidratacion y
sin ser sometida a ningun tipo de procesamiento, evitando a su vez generacion de

artefactos producidos durante la preparacion (Hurbain & Sachse, 2011).

La criofijacion (criofixation, CF) por “Plunge frezzing” (PF) fue el primer método
desarrollado y consiste en la inmersion de una muestra en un gas licuado. Los gases mas
utilizados son el etano y el propano, que se encuentran en fase gaseosa a temperatura
ambiente, pero ambos se lictian a temperaturas de LN a (-196°C). Estos gases presentan
una alta conductividad térmica, lo que permite una rapida transferencia del calor de la
muestra al liquido. Para optimizar el intercambio de temperatura y facilitar la
vitrificacion, éstas deben sumergirse a alta velocidad en el gas licuado, que permanece
en LN, para asegurar su estado liquido y la temperatura mas baja posible. En su conjunto,
estas condiciones permiten crioinmovilizar muestras a velocidades del orden de 10*°C
por segundo, vitrificando el agua presente en la muestra sin dafiar las estructuras

macromoleculares (Pilhofer et al., 2010).

Uno de los equipos para aplicar el método de PF es el Vitrobot™ (FEI, Eindoven, The
Netherlands), que permite una CF semiautomatica, dirigida por ordenador, de
suspensiones finas de especimenes biologicos bajo temperatura y humedad controladas.
Para ello, se deposita una gota de la suspension sobre una rejilla y mediante rapido
contacto con el papel de filtro (“blotting”), se extrae la mayor parte de liquido
permaneciendo tan solo una capa de unos 100 nm de grosor. A continuacion, la rejilla se
sumerge directamente en el gas licuado y es mantenida a temperaturas de LN, para ser

inmediatamente visualizada en el Cryo-EM sin romper la cadena de frio.

La Cryo-EM permite la visualizacién de especimenes “enteros” directamente en el
microscopio, siempre que tengan un tamafio inferior a 0,5 pm. En este rango se
encuentran la mayoria de bacterias, arqueas, virus y vesiculas. Posteriormente, se pueden
realizar reconstrucciones tomograficas de los especimenes vitrificados, estudiando las

estructuras en su contexto celular y en condiciones muy similares a las que se
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encontrarian en su estado nativo. En conclusion, la Cryo-EM evita los artefactos propios
de los procesos de la fijacion quimica, deshidratacion, inclusion y contrastado que
pueden dar lugar a interpretaciones distorsionadas de la muestra (Delgado et al., 2015).

Flagetlum

QL (Chemareceptor array

Tubular structure

- Inted membrané

Outer
membratie

Figura 1.11. Imagenes de Cryo-EM de diversas estructuras bacterianas. A) Fragmento de la
reconstruccion tomografica obtenida mediante criotomografia electronica (CET), en la que
Bdellovibrio bacteriovorus ha sido criofijado mediante PF y visualizado entero en el Cryo-EM
para la realizacion del tomograma (Adaptado de Oikonomou et al., 2016). B) Tomograma de
Pseudomonas deceptionensis M1T en el que se observa la presencia de “Stacks”. C)
Segmentacion parcial del tomograma observado en la imagen B. Lila: los “Stacks”; rojo: OM;
azul: peptidoglicano; color crema: PM. (B,C) (Adaptado de Delgado et al., 2015). (D-F) Cadenas
de magnetosomas flanqueados por filamentos de citoesqueleto en Magnetospirillum magneticum
detectados por CET. (D) Cadena de magnetosomas ampliada. (E) Vista similar de magnetosomas
formada en ausencia de hierro (ausencia de cristales de magnetita). (F) Organizacion 3D de los
magnetosomas y sus filamentos asociados respecto a la célula completa (Komeili et al.,, 2006).
(G) Reconstruccion del sistema secrecion T3SS Shigella flexneri ( (izquierda) y representacion
del modelo 3D (derecha) (Oikonomou et al., 2016).

Los estudios publicados que utilizan algunas de las técnicas de Cryo-EM han aportado
informacion relevante sobre ciertos aspectos de la fisiologia bacteriana, patogenicidad o

interaccion célula-célula (Oikonomou et al. 2016). Por ejemplo, gracias a la Cryo-EM se
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pudieron observar y describir los filamentos del citoesqueleto bacteriano. También ha
permitido la revision de estructuras ya conocidas como membranas y paredes celulares,
apéndices superficiales como los flagelos y fimbrias, compartimentos internos y el
nucleoide (Fig. 1.11). La Cryo-EM tiene la suficiente resolucion para caracterizar
estructuras supramoleculares de los diferentes sistemas de secrecion bacterianos
directamente insertados en la membrana. Por otra parte, el desarrollo de la Cryo-EM ha
hecho posible la descripcion de nuevas estructuras como el “stack™ descubierto en la
bacteria antartica Pseudomonas decepcionensis M1T y caracterizado por nuestro grupo
de investigacion (Fig, 1.11, B-C) (Delgado et al., 2015). Un articulo reciente, en el que
se ha realizado el estudio estructural de 88 cepas diferentes, muestra imagenes de
estructuras novedosas mayormente internas, ampliando nuestro conocimiento sobre la

estructura bacteriana (Dobro et al., 2017).

En los ultimos afios el uso de la Cryo-EM se esta extendiendo otros campos, ya que
permite realizar analisis automaticos de “single particle” con el fin de caracterizar la
estructura 3D de proteinas o complejos macromoleculares embebidos en una suspension
acuosa, desplazando cada vez mas el uso de la cristalografia de rayos-X tradicionalmente

empleada (Cheng et al., 2015).

En conclusion, la Cryo-EM de vesiculas sometidas a Plunge-Freezing podria ser una
buena técnica para el estudio de la morfologia y estructura vesicular. Sin embargo, antes
del inicio de la realizacion de esta tesis los estudios realizados que mostraran vesiculas
mediante Cryo-EM eran escasos. Tan so6lo, un estudio realizado por Baumgarten y
colaboradores (2012) mostraron imagenes obtenidas en el Cryo-EM de vesiculas aisladas
de Pseudomonas putida DOT-T1E después de ser sometida a diferentes situaciones de
estrés (1-octanol, NaCl, EDTA y choque térmico), obteniendo en cada una de las
condiciones una morfologia de vesiculas distinta (Fig. 1.12). Indicando que la Cryo-EM
podria tratarse de una técnica imprescindible para la caracterizacion estructural de

vesiculas de membrana.
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Figura 1.12. Imagenes de Cryo-TEM representativas de OMVs de Pseudomonas putida
DOT-TIE, aisladas de cultivos sometidos a tratamientos con: (A) 1-octanol, (B) NaCl (C)
choque térmico y (D) EDTA. Barra de 200 nm. (Figura procedente de Baumgarten et al., 2012).

2. SECRECION DE small RNA MEDIANTE OMVs

En el capitulo anterior hemos introducido la composicion, biogénesis, funciones y
observacion de las OMVs secretadas por bacterias gramnegativas. A modo de resumen,
las OMVs son unas estructuras esféricas (20-300 nm), que actuan como vehiculo de
transporte de biomoléculas con el fin de promover la interaccion con el medio extracelular
y las células vecinas. Estas se originan a partir de la membrana externa y empaquetan
contenido del periplasma, aunque esta ampliamente aceptado que las vesiculas también
incorporan contenido del citoplasma, entre ellos material genético. La encapsulacion de
DNA es la que mas atencion ha recibido hasta el momento, debido al papel que juegan
estas vesiculas en la transferencia de resistencias a antibioticos y de factores de virulencia.

No obstante, las OMVs también pueden incorporar RNA en su interior.

Dorward y colaboradores (1989) describieron por primera vez la encapsulacion de RNA
en OMVs de Vibrio cholerae. Estos autores observaron que en una extraccion de acidos

nucleicos totales procedente de muestras de vesiculas y tratada posteriormente con
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RNAsas, en el analisis electroforético desaparecian algunas bandas, indicando que el
RNA presente habia sido degradado. Esta observacion pasé desapercibida durante afios,
pero durante el transcurso de la realizacion de esta tesis doctoral han sido publicados
varios articulos refiriéndose a la encapsulacion de RNA. Concretamente, se ha descrito el
contenido de RNA asociado a vesiculas en las especies Prochlorococcus spp, Escherichia
coli y Vibrio cholerae, mediante el uso de técnicas de secuenciacion masiva (RNA-seq),
sugiriendo que las OMVs estarian enriquecidas en RNAs no codificantes de tamafios

pequenos (Biller et al., 2014; Ghosal et al., 2015; Sjostrom et al., 2015).

Este descubrimiento es muy atractivo por varios motivos. Primero, porque se ha descrito
que los RNAs no codificantes (non-coding RNA, ncRNA) no tienen por finalidad ser
traducidos a proteinas, sino que actian como reguladores esenciales permitiendo a la
célula ajustar su fisiologia para adaptarse a cambios en el ambiente, realizando una
regulacion intracelular. En segundo lugar, se ha observado que las vesiculas producidas
por células de mamiferos, pueden transferir ncRNA a una célula receptora y modificar su

expresion génica y, en consecuencia, realizar una regulacion intercelular.

Por ultimo, las bacterias viven formando comunidades multicelulares, denominadas
biofilms. Para el correcto funcionamiento del biofilm, las bacterias utilizan una gran
variedad de sefiales interconectadas entre ellas, con el fin integrar o responder
conjuntamente a los estimulos que vengan del exterior. Las OMVs promueven la
formacién del biofilm vehiculizando sefiales del Quorum Sensing bacteriano (QS). Por
otra parte, se han descrito diversos ncRNA que regulan la expresion intracelular de la
bacteria modificando el fenotipo para adaptarse a crecer en biofilm. Sin embargo, nunca
se ha evaluado el encapsulamiento de ncRNA en vesiculas bacterianas para ser
transferidos a las células vecinas. Por tanto, estas tres ideas sintetizan el marco que guiara

la descripcion de los puntos siguientes de la introduccion.

2.1 SECRECION DE ncRNA EN VESICULAS PRODUCIDAS POR CELULAS
DE MAMIFEROS.

En eucariotas, las EVs son secretadas al medio extracelular por una gran variedad de tipos
celulares y podemos diferenciar 2 subtipos principales: los exosomas, que presentan unos
diametros inferiores comprendidos entre 100-150 nm y se originan en los cuerpos
multivesiculares situados en el interior de la célula. Mientras, que las EVs que se originan

a partir de la membrana plasmatica y presentan una gran disparidad de diametros (100-
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1000 nm), se denominan ectosomas, microvesiculas, microparticulas, oncosomas o

cuerpos apototicos (Fig.1.13).

Ectosomas, microvesiculas, microparticulas,
oncosomas o cuerpos apotoéticos

Exosomas

A /. A Proteinas asociadas a membrana @[ Proteinas transmembrana

Figura 1.13. Representacién esquematica de los diferentes tipos de vesiculas de membrana
secretada por las células eucariotas y el modelo de transferencia. Las EVs se forman por
secrecion directa desde la membrana plasmatica (MP) o en el interior de los cuerpos
multivesiculares (multivesicular bodies, MVB) que son liberados por fusion con la MP. Durante
su formacion incorporaran selectivamente proteinas (triangulos y rectangulos) y RNA (Colombo
et al., 2014). Las EVs una vez liberadas presumiblemente interaccionan con la membrana
plasmatica (MP) de la célula receptora (1). Entonces la vesicula puede fusionarse directamente
con la MP (2) o bien, sera endocitada al interior de la célula receptora (3). Posteriormente, las
EVs se fusionaran con la membrana del compartimiento endocitico, facilitando la liberacion del
contenido al citosol de la célula receptora (4). Por tanto, ambos mecanismos conllevan a la
liberacion de material directamente en el citosol (Adaptado de Raposo & Stoorvogel, 2013).

De la misma manera que en procariotas, las EVs actian como lanzadera de diferentes
biomoléculas (proteinas, lipidos, hormonas, acidos nucleicos, etc), permitiendo la
transferencia del contenido a otras células, influyendo en su fisiologia, y por tanto,

realizando una funcién de comunicacion intercelular (Fig. 1.13).

Las EVs son producidas por numerosos tipos celulares y se han aislado directamente de
fluidos bioldgicos, como saliva, orina, aspirado bronquial y nasal, liquido amniético,

leche materna, plasma y suero (Colombo, Raposo, & Théry, 2014; Mateescu et al., 2017).
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En la actualidad, el foco de interés reside en el estudio de la encapsulacion en las EVs de

RNA, principalmente microRNA (miRNA) (Raposo & Stoorvogel, 2013).
2.1.1 Los RNA no codificantes de células eucariotas: miRNAs.

Aunque existe una gran diversidad de RNA no codificantes en las células eucariotas, los
mas estudiados hasta el momento han sido los microRNAs (miRNAs). Estos consisten en
pequenos transcritos de aproximadamente 22 nucle6tidos que regulan la expresion génica
tanto en animales, como en plantas o virus. Generalmente, estos ejercen una regulacion
postranscripcional, induciendo el silenciamiento de genes mediante su unién al mRNA
mensajero formando un diplex mRNA-miRNA, inhibiendo la sintesis proteica o

promoviendo su degradacion (Graves & Zeng, 2012).

Los miRNAs tienen un papel crucial en el desarrollo de organismos multicelulares
participando tanto en la diferenciacion como en la proliferacion celular. Concretamente
se ha observado que cada tipo de célula en diferentes estadios de su proceso de desarrollo
presenta un patron de expresion de miRNAs especifico (Bartel, 2004). Ademas, una
alteracion de la expresion de miRNAs estd asociada a numerosas enfermedades,
incluyendo hepatitis, enfermedades cardiovasculares o cancer (Rupaimoole & Slack,

2017).

Chen y colaboradores (2008) publicaron que tanto el suero como el plasma contenian de
forma estable abundantes miRNAS y que estos procedian de diferentes 6rganos y tejidos.
Este interesante descubrimiento abrio6 la puerta a estudiar el mecanismo por el cual se
realizaba la secrecion de miRNAs. Paralelamente, se empez6 a desarrollar un nuevo
campo de investigacion basado en sus potenciales aplicaciones biotecnologicas.
Concretamente se ha propuesto que los perfiles de miRNAs circulantes en sangre podrian
ser utilizados como biomarcadores para el desarrollo de kits diagnodsticos para ciertas
enfermedades. Como ejemplo, uno de las lineas de investigacion que recibe una mayor
financiacion es para el desarrollo de kits diagnosticos para cancer, debido a que presentan
la ventaja de que facilitarian el diagnostico de tumores, evitando la realizacion de biopsias
y promoviendo un diagnostico temprano, ademas de facilitar el seguimiento del

tratamiento oncologico (Faruq & Vecchione, 2015).
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2.1.2 Transferencia de miRNAs mediante EVs.

Valadi y colaboradores (2007) fueron los primeros en describir la secreciéon de miRNAs
en EVs obtenidas tanto de raton como de una linea de mastocitos humanos. Asimismo,
comprobaron que también contenian mRNAs que podian ser transferidos y traducidos a
proteinas en la célula receptora. Posteriormente, se han publicado numerosos articulos
estudiando los miRNAs encapsulados en EVs, rebelando que éstas presentan un perfil de
expresion de miRNAs totalmente distinto al de la célula secretora. Todo ello, sugiere la
existencia de un mecanismo bien regulado de inclusién de miRNAs en el interior de las

EVs (Santangelo et al., 2016; Villarroya-Beltri et al 2014).

Siguiendo en ésta linea, se ha comprobado que estos miRNAs pueden ser transferidos a
una célula receptora produciendo un cambio en su expresion celular (Mittelbrunn &
Sanchez-Madrid, 2012). Por ejemplo, se ha publicado que las EVs aisladas de pacientes
con ateroesclerosis en comparaciéon con pacientes sanos presentan unos niveles mas
elevados de mir-150, cuya diana es c-MYB. El miRNA al ser transferido mediante EVs,
inhibe la expresion de c-MYB, promoviendo la migracion de células mas eficientemente

que aquellas EVs aisladas de pacientes sanos (Zhang et al., 2010).

Pero indudablemente, la investigacion en cancer ha sido el campo de la ciencia que mas
esfuerzos ha dedicado al estudio de los miRNAs encapsulados en EVs (Tkach & Théry,
2016). Todas las células tumorales secretan EVs y éstas contribuyen a la progresion
tumoral promoviendo tanto la angiogénesis como la migraciéon tumoral y, por
consiguiente, induciendo metastasis. Ademas se ha comprobado que las EVs también
encapsulan moléculas inmunosupresoras que actian con el fin de atenuar la respuesta
inmunologica contra las células malignas y que parte de estas funciones serian realizadas
por miRNAs (Kosaka, 2016). Por ejemplo, durante los estadios iniciales en la formacion
del nicho pre-metastatico, es secretado el mir-105 en vesiculas induciendo la destruccion
de la pared vascular del endotelio, comprometiendo su integridad y facilitando la

dispersion tumoral (Zhou et al., 2014).

De la misma manera, se presupone que las EVs presentes en los fluidos bioldgicos
mediarian la transferencia de miRNAs. En un estudio realizado en EVs procedentes de
leche materna extraidos durante los 6 primeros meses de lactancia, se detectd una
expresion elevada de miRNAs relacionados con la inmunidad (como mir-181 o mir-17),
apuntando que las EVs facilitarian la transferencia de miRNAs de madre a hijo con el fin

de fortalecer su sistema inmunitario (Yafez-Mo et al., 2015).
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Por otra parte, existen evidencias de que la regulacion mediada por miRNAs no solo se
daria entre células de la misma especie, sino que podria modular también procesos de
comunicacion entre especies lejanas que posiblemente compartan una historia evolutiva.
Una prueba de ello es el estudio publicado por Buck y colaboradores (2014), en el que
describen que el nematodo gastrointestinal Heligmosomoides polygyrus puede secretar
activamente miRNAs encapsulados en EVs para suprimir directamente la expresion de
genes relacionados con la inflamacion y la respuesta inmunolégica del huésped,
posiblemente favoreciendo su supervivencia. Asimismo, también describieron la
presencia de miRNAs circulantes en el torrente sanguineo de ratones infectados por

Litomosoides sigmodontis, posiblemente encapsulados también en EVs.

Del mismo modo, miRNAs de origen viral pueden ser transportados a la célula huésped
mediante EVs (Yafiez-Mo et al., 2015). Por ejemplo, el miRNA mir-BART15 puede ser
secretado por EVs de células B infectadas con el virus de Epstein Barr, inhibiendo
directamente el componente del inflamasoma NLRP3 en células no infectadas, facilitando
la dispersion del virus (Haneklaus et al., 2012). Igualmente, se ha descrito que las células
infectadas por HIV, pueden secretar EVs que contienen el miRNA denominado elemento
de respuesta de trans-activacion (TAR), que una vez transferido a células sanas, aumenta

la susceptibilidad de las células para ser infectadas por HIV (Narayanan et al., 2013).

Las bacterias gramnegativas también pueden transferir RNAs no codificantes hacia el
huésped mediante EVs. El grupo liderado por el Dr. Stanton ha sido el primero en
demostrar en P. aeruginosa PA 14 que un ncRNA particular derivado de un fragmento de
tRNA (tRFs), es transferido mediante OMVs a células epiteliales de las vias respiratorias
humanas. Produciendo, una disminucién en la secrecion de IL-8 inducida por la presencia
del LPS bacteriano, y por tanto modula la respuesta inmune del huésped (Koeppen et al.,

2016).

A modo de conclusion, todas estas evidencias juntas sugieren que los miRNA u otras
especies de ncRNA secretados mediante EVs estarian desempefiando un papel importante
en la interaccion huésped-microorganismo. Sin embargo, no tenemos constancia de que
se haya evaluado si los ncRNA de bacterias también estarian mediando procesos de

comunicacion dentro del contexto de una comunidad bacteriana.
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2.2 RNAs NO CODIFICANTES EN BACTERIAS.

En general, los organismos contienen en su genoma toda aquella informacion que les
permite desarrollarse en diferentes condiciones y “estilos de vida”. Ademas, se requieren
de sistemas que permitan a los organismos percibir, responder y recuperarse de los
cambios que puedan darse en el ambiente. Tradicionalmente, se ha considerado que en
bacterias los principales elementos implicados en la modificacion de la expresion génica
eran los reguladores transcripcionales (transcriptional factors, TFs). Estos actian
mediante modificaciones en la maquinaria de transcripcion, recurriendo a diferentes
factores sigma que se unen a la RNA polimerasa, reconociendo aquellos promotores que
favoreceran la transcripcion de genes para la recuperacion de la homeostasis bacteriana

(Balleza et al., 2009).

En los ultimos afios, se ha evidenciado la existencia de una regulacion a nivel
postranscripcional, es decir, una regulacion que se activa justo después de que se haya
iniciado la transcripciéon. Dicho de otra manera, se inicia justo en el momento en que
empieza la sintesis del mRNA. Este tipo de regulacion postranscripcional puede ser
ejercida por proteinas de union al RNA (RNA-binding proteins, RBP) o ncRNA
(Gottesman et al., 2006; Van Assche et al., 2015).

Los RNA no codificantes de bacterias generalmente se conocen con el nombre de
pequefios RNAs (small RNA, sRNAs). Fueron descritos casi 40 afios atras, cuando se
observd que un transcrito de ~100 nucleétidos, RNA 1, bloqueaba la replicacion del
plasmido ColE1 en E. coli, a través de una uniéon complementaria que conducia a la
linealizacién del plasmido. Recientemente, gracias al desarrollo de las técnicas de
secuenciacion masiva que han permitido el analisis completo de genomas bacterianos, se
ha revelado la extensa produccion de pequeios transcritos con un tamafio comprendido
entre 50-500 nucledtidos. Estos suelen localizarse en regiones intergénicas de zonas

codificantes para proteinas (Waters & Storz, 2009).

Los sSRNAs estan involucrados en diferentes procesos bioldgicos como la reprogramacion
de la transcripcidén, metabolismo del carbono, control de la homeostasis de hierro,
mantenimiento de la envuelta celular, formacion de biofilms o patogenicidad y virulencia
bacteriana (Repoila & Darfeuille, 2009). Una caracteristica particular de los SRNAs es
que normalmente presentan una elevada variabilidad de secuencias y tan solo existe cierta
homologia entre especies estrechamente relacionadas (Livny & Waldor, 2007). Por

ejemplo, el sSRNA denominado PrrF1/PrrF2 en P. aeruginosa no mantiene ningun
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parecido a nivel de secuencia con RyhB de E. coli, aunque ambos sRNA actfian sobre
dianas parecidas, controlando los niveles de hierro del organismo y estan reprimidos por

la proteina reguladora Fur (Richards & Vanderpool, 2011).
2.2.1 Tipos de sRNA en bacterias.

Los sSRNAs bacterianos se pueden dividir en diferentes clases en funcion de su mecanismo
de accion. Los riboswitches que consisten en secuencias de RNA, generalmente
localizadas en el extremo 5° del mRNA y que no se traducen en proteinas (5 untraslated
regions, UTRs). Estos regulan la traduccién del mRNA adyacente mediante la adopcion
de diferentes conformaciones, que son adoptadas como respuesta a cambios en la
temperatura o la presencia de metabolitos (Breaker, 2012). Otro grupo de sRNAs
recientemente descrito, son los que se conocen con el nombre de CRISPRs (clustered
regularly interspaced short palindromic repeats). Estos estan formados por secuencias
cortas y repetidas, que se alternan con zonas altamente variables denominadas
“secuencias espaciadoras” que son homologas a secuencias de DNA foraneo procedente
de bacteriofagos o plasmidos. Funcionalmente, las secuencias CRISPRs configuran el
sistema inmunitario adaptativo de las bacterias, ya que mediante la introduccion de
secuencias de DNA exo6geno en su genoma, previene la “re-infeccion” de la célula

degradando el material genético fordneo (Bhaya et al., 2011).

Por otra parte, hay sSRNAs que operan mediante la unién a proteinas reguladoras
centrales, secuestrandolas y antagonizando los efectos de dichas proteinas. Curiosamente,
los ejemplos mejor caracterizados, son aquellos sRNAs que ejercen la regulacion
postranscripcional mediante la union a proteinas reguladoras tipo RNA-binding proteins
(RBP). Generalmente, éstas se encuentran bloqueando el sitio de union al ribosoma
(Ribosome binding site, RBS) impidiendo su traduccion a proteina. Por lo tanto, el SRNA
secuestrara la proteina reguladora, lo que permitira la liberacion del RBS y el inicio de la
traduccion. Un ejemplo es el caso de la regulacion ejercida por RsmY y RsmZ en P.
aeruginosa, que se unen a RsmA, activando la traduccion de aquellos transcritos

implicados en la formacion de biofilm (Repoila & Darfeuille, 2009).

El grupo mejor caracterizado son los sRNA antisentido, cuya secuencia es
complementaria a una region de mRNA. Por lo tanto, ejercen su funciéon mediante una
union antisentido al mMRNA diana que puede dar lugar a una activacion o inhibicion de la
traduccion, asi como a incrementar la estabilidad del mRNA. Segiin la localizacion en el

genoma del sSRNA respecto a su mRNA diana, éstos pueden ser subdivididos en dos
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clases. Los sRNA codificados en cis (cis-encoded) que estan localizados en la fibra de
DNA directamente opuesta a su diana de mRNA. Estos presentan una elevada
complementariedad y generalmente conllevan a una regulacion negativa. Mientras que
los sSRNA codificados en trans (trans-encoded), pueden ejercer sobre su mRNA diana
tanto una funcion positiva (facilitando la traduccion) como negativa (degradacion del
mRNA, inhibicién de la traduccion o terminacion de la transcripcion). Esta clase de SRNA
antisentido en trans se caracteriza por estar codificados en regiones lejanas del mRNA
diana y su grado de complementariedad es menor, por lo que suelen requerir la ayuda de
proteinas que faciliten y estabilicen la interaccion del mRNA-sRNA, como es el caso de

la chaperona Hfq (Richards & Vanderpool, 2011).
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Figura 1.14. Esquema ilustrativo comparando la sintesis y el mecanismo molecular entre los
ncRNAs presentes en eucariotas (miRNA) y procariotas (SRNA). En eucariotas se muestra el
mecanismo simplificado de biogénesis mas frecuente de miRNAs (izquierda). Un largo transcrito
primario (pri-miRNA) es sintetizado en el nicleo y posteriormente es procesado en pequefios pre-
miRNA (~60 nt) con la clasica estructura de “horquilla”. Estos son transportados al citoplasma y
son procesados mediante la RNAse III denominada DICER en pequefios diplex de miRNA (~22
nt). Posteriormente, se produce la separacion de las hebras que se unen complejo RISC (RNA-
induced silencing complexes) para producir la degradacion del mRNA o la inhibicion de la sintesis
proteica. En cambio, en procariotas los SRNAs son producidos como un solo transcrito (50-500
nt), con una estructura secundaria compleja. Sin ningun tipo de procesamiento, estos se unen a
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Hfq que produce un cambio conformacional, permitiendo su uniéon al mRNA. Como resultado,
pueden estimular o inhibir la sintesis proteica, promover la degradacion del mRNA o aumentar
su estabilidad del mRNA. (Esquema adaptado de Gottesman, 2005).

2.2.2 Ventajas de la regulacion mediada por sRNA.

La regulacion ejercida por sSRNA presenta ciertas ventajas respecto a la realizada por TFs.
La primera es que los sSRNA al tratarse de transcritos de pequefio tamaifio (~ 100 nt) se
sintetizan mas rapidamente y con un coste menor para la célula, en comparacion con la
sintesis de una proteina de novo. A modo de ejemplo, el tamafio medio de una proteina
de E. coli es de 350 aminoacidos por lo tanto, implica la sintesis de un transcrito de unos
~1000 nt y su posterior traduccion. Otra ventaja que presenta la regulacion ejercida por
sRNAs es que no requieren del paso de ser traducidos a proteinas al ser funcionales por

ellos mismos.

Por otra parte, es importante tener en cuenta que los sRNAs actian de forma
estequiométrica con su mRNA diana. Es decir, una molécula de sSRNA se une a una
molécula de mRNA (la unién es 1:1), como consecuencia, la concentracion de cada
elemento es critica para observar un efecto. Por ejemplo, en aquellos sSRNA que actiian
negativamente degradando un mRNA, si la [SRNA]>>[mRNA] la expresion del mRNA
esta completamente silenciada, mientras que si la [SRNA]<<[mRNA], el efecto del SRNA
es practicamente imperceptible. Este efecto umbral de la represion del SRNA sugiere que
¢éstos no son tan efectivos para generar una respuesta bajo sefiales cortas o poco intensas,
aunque se piensa que esta regulacion seria extremadamente sensible cuanto mas proxima

esté del umbral de activacion (Waters & Storz, 2009).

Ademas, los SRNAs al actuar a nivel postranscripcional actuarian sobre una diana que ya
esta sintetizada (mRNA) y presente en el citoplasma bacteriano, a diferencia de los
reguladores TF que actiian a nivel de promotor. En un escenario en que se produce un
cambio brusco en el entorno de la bacteria, los SRNAs permiten a la célula adaptarse
rapidamente parando la sintesis proteica degradando ciertos mRNAs, o por lo contrario,
pueden promover la traduccion de aquellos mRNAs que se encuentran “inactivos™ en el
citoplasma bacteriano. En consecuencia, permite ajustar la fisiologia bacteriana de una
manera extremadamente rapida gracias a su regulacion de mensajes “preexistentes”

(Massé & Gottesman, 2002).

En conclusion, se ha propuesto que la modificacion de la expresion génica ejercida por

sRNAs podria ser mas rapida que la realizada por factores de transcripcion y ejercerian
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una regulacion “fina” del metabolismo de la bacteria ajustandolo a un ambiente cambiante

(Legewie et al., 2008; Levine et al., 2007; Mehta et al., 2008; Shimoni et al., 2007).
2.3 LA BACTERIA DE ESTUDIO: Pseudomonas aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa, de origen ambiental, capaz de
habitar en una gran diversidad de nichos ecoldgicos debido a su versatilidad metabélica.
Puede sobrevivir empleando una gran variedad de fuentes de carbono, utilizar nitrogeno
como aceptor terminal de electrones para respirar en condiciones anaerdbicas, crecer en
un rango amplio de temperaturas y para su desarrollo, requiere de un minimo de nutrientes
(Kung et al., 2010). Ademas, presenta una elevada persistencia gracias a su habilidad de
formar biofilms y dispone de diferentes sistemas de secrecion que le permiten eliminar
microorganismos depredadores, bacterias competidoras o células del sistema

inmunoloégico (Moradali et al., 2017).

Por otra parte, P. aeruginosa es un importante patdgeno oportunista resistente a diferentes
antibioticos y responsable de numerosas infecciones nosocomiales en pacientes
inmunocomprometidos. Estas infecciones suelen afectar ojos, quemaduras, tracto
urinario, corazon, tracto respiratorio etc. Pero son especialmente graves y muy frecuentes
en pacientes con fibrosis quistica (FC). Ademas, es el agente etiolégico de numerosas
infecciones hospitalarias asociadas al uso de dispositivos médicos como catéteres o

ventiladores mecanicos (Gellatly & Hancock, 2013).

Curiosamente y con muy pocas excepciones, se ha observado que los aislamientos
clinicos procedentes de infecciones agudas o cronicas, son practicamente indistinguibles
de los aislados ambientales. Ello sugiere que las mismas capacidades que permiten a P.
aeruginosa vivir en el medio ambiente, también son las responsables de su patogenicidad
y virulencia (Valentini et al., 2018). Por lo tanto, en los siguientes apartados
introduciremos el ciclo de vida de P. aeruginosa y su relacion con la formacion de biofilm
y su patogenicidad. Para finalizar, introduciremos aquellos SRNAs que estan involucrados

de alguna manera en el desarrollo del biofilm bacteriano en Pseudomonas aeruginosa.
2.3.1 El “ciclo de vida”de Pseudomonas aeruginosa.

Generalmente, P. aeruginosa se encuentra en el ambiente formando biofilms, que se
definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos en una matriz y
adheridos a una superficie, ya sea inerte o a un tejido vivo. Esta matriz estd formada

principalmente por agua y exopolisacarido (EPS), aunque en menor medida encontramos
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también proteinas secretadas al medio, DNA extracelular, OMVs y restos celulares
generados durante la lisis bacteriana. Estudios realizados para caracterizar la estructura
interna del biofilm, han observado la existencia de canales que permiten el flujo de agua,
oxigeno y nutrientes hacia el interior y viceversa, permitiendo el establecimiento de un
gradiente quimico de substancias y nutrientes a lo largo del biofilm, que promueve el
desarrollo de diferentes fenotipos y genotipos bacterianos dentro de la misma comunidad
(Stewart & Franklin, 2008).

El establecimiento del biofilm supone un elevado coste energético por lo tanto, ha de
conferir ciertos beneficios ecologicos y fisiologicos a la bacterias que lo conforman. En
primer lugar, se ha propuesto que el biofilm actiia como una barrera fisica que separa la
comunidad bacteriana de su ambiente, protegiéndola por ejemplo de las defensas del
huésped durante una infeccion, o bien evita la presencia de protozoos depredadores.
Asimismo, este efecto de barrera también le otorga cierta tolerancia frente sustancias
dafinas que puedan estar en el medio, ya sean antibioticos o desinfectantes. Ademas,

también reducen la difusion de elementos solubles de la respuesta inmune del huésped.

La matriz del biofilm al estar formada principalmente por agua, protege a las células de
la desecacion y confiere un microambiente estable para el desarrollo de la comunidad
facilitando su interaccion y promoviendo el intercambio entre células. Por lo tanto, no es
sorprendente que en la mayoria de los casos las bacterias se encuentren en el ambiente
formando biofilms en vez de estar en forma de vida libre o planctonica (Hall-Stoodley et

al., 2004).
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Figura 1.15. Esquema del ciclo de vida de P. aeruginosa y su relacién con la patogenicidad
y formacion de biofilm (Adaptacion de Valentini et al., 2018).

El desarrollo del biofilm puede ser dividido al menos en 4 estadios (Fig. 1.15): la adhesion
(reversible y después irreversible), formacion del biofilm temprano (microcoldnia),
desarrollo del biofilm maduro y por tltimo, la dispersion. En esta tltima fase en la que
hay escasez de nutrientes, bacterias aisladas pueden desprenderse volviendo al estado
plancténico, con el fin de colonizar nuevos ambientes y establecer una nueva comunidad
bacteriana (Chua et al., 2014). Otro posible escenario, es que se desprenda un trozo de
biofilm que se adherira entero a otra superficie generando una nueva comunidad pero,

partiendo esta vez del estadio de microcolonia (Irie et al., 2016).

Los diferentes estadios del ciclo del desarrollo del biofilm, estan coordinados gracias a la
secrecion de sefiales moleculares al medio extracelular que conforman el sistema de

Quorum Sensing (QS) de Pseudomonas aeruginosa (Stoodley et al., 2002).
2.3.2 Patogenicidad de Pseudomonas aeruginosa asociada al ciclo de vida.

Como hemos explicado anteriormente, los aislamientos ambientales de P. aeruginosa, no
se distinguen practicamente de aquellos que han sido aislados en ambientes hospitalarios.
Ello indica, que las mismas habilidades que permiten a la bacteria vivir en la “naturaleza”,
también son las responsables de su patogenicidad y virulencia. Por lo tanto, la

patogenicidad de la bacteria estd intimamente ligada su ciclo de vida, es decir, a su
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capacidad de colonizar distintos nichos ecologicos y desarrollar un biofilm (Moradali et

al., 2017).

Durante el desarrollo del biofilm bacteriano, la bacteria presenta una expresion génica
completamente diferente en cada una de las fases (Fig. 1.15). En la etapa inicial, la
bacteria necesita adherirse a una superficie y establecerse en consecuencia, éstas
presentan un fenotipo altamente invasivo, en el que las bacterias se dividen muy
rapidamente y expresan todo aquel arsenal de moléculas que le permitiran colonizar un
nuevo nicho (Fig. 1.16, azul). Este fenotipo desarrollado en la fase de adhesion y
microcolonia, coincide con el observado en procesos de infeccién aguda. En esta etapa,
las células exhiben todo un arsenal de factores de virulencia; secretan proteasas y toxinas
directamente al medio a través del sistema de secrecion T2SS, expresan el Pili tipo IV y
flagelos. Ademas de expresar el sistema de secrecion T3SS que permite la inyeccion de

compuestos toxicos directamente en la célula eucariota (Fig. 1.16, azul).

Proteinas y materiales
extracelulares

Biofilm 1

Factores de
viruléncia

Planctonico
LPS

Pili tipo IV

Figura 1.16. Esquema ilustrativo que muestra los factores de virulencia segin la fase de
crecimiento en que se encuentra P. aeruginosa. Fenotipo infeccion aguda (azul) vs fenotipo
infeccion cronica (rojo). (Esquema adaptado de Valentini et al., 2008)

Los factores de virulencia que son importantes para el establecimiento de infecciones
agudas no son los mismos empleados para el establecimiento de una infeccion cronica.
En este escenario P. aeruginosa es minimamente invasiva y citotoxica (Fig. 1.16, rojo).

Este tipo de infeccion implica la formacion de biofilms que, en el contexto de una
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infeccion en humanos, protege contra el ataque del sistema inmune del huésped y de la
accion de antibidticos, favoreciendo la persistencia de la bacteria. En la fase de biofilm
maduro se expresan aquellos enzimas implicados en la produccién de distintos EPS
(sintesis del alginato y ramnolipidos) y se promueve la secrecion de productos
beneficiosos para la comunidad. A modo de ejemplo, en este estadio se liberan al medio
sustancias que favoreceran la disponibilidad de nutrientes como sideroforos que
permitiran la captacion de hierro o enzimas degradativos como proteasas o elastasas.
Estos enzimas también ejerceran una funcion de proteccion de la comunidad bacteriana
al degradar elementos de la respuesta inmunitaria del huésped. También en esta fase se
expresa el complejo de secrecion T6SS que permite la inyeccion de substancies toxicas
directamente en el citoplasma bacteriano, eliminando las bacterias del entorno (Coggan

& Wolfgang, 2012; Valentini et al., 2018).
2.3.3 Quorum sensing en Pseudomonas aeruginosa.

Durante las 2 tltimas décadas se han dedicado grandes esfuerzos a entender el mecanismo
por el que sucede la comunicacion bacteriana, ya que regula el proceso de formacion y
mantenimiento del biofilm y por lo tanto, esta directamente implicado en el desarrollo de

las infecciones agudas y cronicas en Pseudomonas aeruginosa.

Se denomina “Quorum sensing” (QS) al proceso de comunicacion célula-célula, que
permite a la bacteria modificar colectivamente su comportamiento como respuesta a
cambios en la densidad celular o en el ambiente de la comunidad microbiana, con el fin
de conseguir un resultado que seria totalmente imposible de alcanzar para una célula
individual (Camilli & Bassler, 2006; Lee J. & Zhang, 2014). E1 QS implica la produccion,
secrecion, deteccion, integracion y la respuesta grupal a una gran variedad de moléculas
senalizadoras extracelulares denominadas autoinductores (Al). Estos autoinductores se
acumulan en el ambiente a medida que la densidad bacteriana aumenta, y las bacterias
son capaces de monitorizar los cambios en la concentracion de éstos autoinductores con
el fin de alterar colectivamente la expresion génica de la comunidad bacteriana. Algunos
de los procesos controlados por el QS son la bioluminiscencia, la secrecion de factores de
virulencia, la producciéon de substancias beneficiosas o la formacion de biofilms

(Papenfort & Bassler, 2016).

Pseudomonas aeruginosa presenta una de las redes de sefalizacion mas complejas y
mejor estudiadas. Normalmente se considera que esta compuesta por tres sistemas: las,

rhl'y pgs (Fig. 1.17). Los sistemas las y rhl estan integrados por dos acilhomoserina
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lactona sintasas, Lasl y Rhll, que generan las sefiales N-3-oxo-dodecanoil homoserina
lactona (30C12HSL) y N-butanoil-homoserina lactona (C4HSL), respectivamente. Estas
sefiales tipo homoserina lactona (AHL) se van secretando al medio a medida que la
poblacion bacteriana crece, interactuando con los receptores LasR y RhIR, generando una
modulacion de la expresion génica una vez alcanzada la concentracion umbral de

activacion.

Paralelamente, El sistema pgs usa las sefiales de 2-heptil-3-hydroxi-4-quinolona (PQS) y
2-heptil-4-hidroxiquinolina (HHQ) y como receptor de la sefial PQS emplea el regulador
transcripcional, PqsR (también conocido como MvfR). Los tres sistemas QS estan
interconectados con las en la parte superior de la cascada de QS, que controla a su vez la

expresion de los sistemas rhl y pgs (Coggan & Wolfgang, 2012; Lee J. & Zhang, 2014).

3-ox0-C12-HSL | [ca-tist] [Pas |
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Figura 1.17. Esquema ilustrativo en el que se muestran las vias de QS mas estudiadas en P.
aeruginosa. Las lineas negras muestran como las diferentes vias estan interrelacionadas a
distintos niveles. Ademas, es importante destacar que las sefiales QS presentan un efecto de
retroalimentacion, amplificando su efecto con el fin de conseguir un comportamiento sincréonico
en la comunidad (lineas rojas) (Papenfort & Bassler, 2016).

Pseudomonas aeruginosa dispone de otras sefiales moleculares que también mediarian la

comunicacion y por tanto participarian del sistema de QS. Entre ellas, encontramos
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diferentes pigmentos como la pioverdina y piocianina que son producidas generalmente
en la fase estacionaria, también se secretan acidos grasos de cadena corta como el 2-cis-
decenoico y que estarian involucrados en la comunicacion entre bacteria-planta, o la
molécula que antagonizaria la accion de los autoinductores tipo AHL, denominada

diketopiperazina (DKPs) (Jimenez et al., 2012).

Una vez que las sefiales extracelulares son captadas o interpretadas por la célula receptora,
éstas necesitan ser transducidas al interior de la célula para poder generar un cambio en
la expresion génica. Generalmente, esto se realiza mediante la alteracion de los niveles
intracelulares de mensajeros secundarios, como son el 3',5'-diguanilato ciclico (c-di-
GMP) o la adenosina monofosfato ciclico (cAMP) (Coggan & Wolfgang, 2012; Jimenez
etal., 2012).

Por ultimo, existiria otro sistema QS en P. aeruginosa, pero se desconocen las sefiales
extracelulares que conducen a su activacion y por lo tanto no esta incluido en la Fig. 1.16.
Sin embargo, regula la transicion entre el estado planctonico a biofilm. Se trata del
sistema Gac/Rsm, que contrariamente al sistema QS, controla la expresion de los factores
de virulencia a nivel postranscripcional, mediante la alteracion de la estabilidad de los
mRNA gracias a la accion de tres sSRNA (RsmZ, RsmY, RsmW), ejerciendo una

modulacion rapida y sensible de la expresion celular (Jimenez et al., 2012)-
2.3.4 sRNA y la formacion de biofilms en Pseudomonas aeruginosa.

En P. aeruginosa se han realizado diferentes estudios transcriptomicos rebelando cerca
de 200 posibles candidatos a SRNA. Estos se han llevado a cabo en cepas cultivadas en
diferentes condiciones de temperatura, estrés osmotico u oxidativo, presencia de
antibioticos y diferentes fases de crecimiento (Gémez-Lozano, et al, 2012, 2014). Pero a
pesar del gran numero de candidatos, los sRNAs descritos funcionalmente en P.
aeruginosa son limitados. Mayoritariamente, estan implicados en procesos metabdlicos
como la regulaciéon de la homeostasis del hierro (PrrF1/2, PrrH), metabolismo del
nitrogeno (NrsZ, Pail), formacion de sintesis de alginatos (ErsA) o la tolerancia al estrés
oxidativo ejercido por peréxido de hidrogeno (RgsA) (Ferrara et al., 2015; Sonnleitner &

Haas, 2011; Tata et al., 2017; Wenner et al., 2014; Wilderman et al., 2004).

A continuacion, se explica con detalle el mecanismo molecular de aquellos sSRNAs de P.
aeruginosa empleados en la presente tesis doctoral y que de algun modo, estan

involucrados en el establecimiento o mantenimiento del biofilm.
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2.3.4.1 sRNAs involucrados en la transicién a biofilm: RsmX/Y/Z.

Tal como hemos introducido anteriormente, los SRNA RsmZ y RsmY forman parte del
sistema de sefializacion intracelular Gac/Rsm, involucrado en la transicion entre el estado
de vida plancténico a biofilm, o en entre la fase de infeccion aguda y cronica (Fig. 1.18).
Al mismo tiempo, en este sistema participan el sistema de transduccion de dos

componentes GAC (GacS/GacA) y la proteina reguladora postranscripcional RsmA.

El sistema GAC es un sistema de transduccion de sefial que esta constituido por una
proteina de transmembrana sensora tipo quinasa, GacS, que se autofosforila en respuesta
a un estimulo, y transfiere el grupo fosfato a la proteina reguladora de respuesta, GacA.
Esta proteina una vez activada inducird la expresion de dos sSRNAs, RsmZ y RsmY, que
se unirdn a la proteina RsmA, liberando la regiéon de union del ribosoma (RBS) y por

tanto, promoviendo la traduccion de mRNAs (Kay et al., 2006).
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Figura 1.18. Modelo del sistema Gac/Rsm en Pseudomonas aeruginosa. La trancripcion de
rsmZ/Y/W es activada por el sistema de dos componenetes GAC, que esta bajo el control de tres
quinasas sensoras (RetS, GacS, LadS). RsmX/Y/W antagonizan la accion de RsmA, mediante su
secuestro. La expresion de los SRNAs ademas, esta sujeta al control de elementos reguladores
adicionales. Informacion ampliada se encuentra en el texto (Sonnleitner & Haas, 2011).
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Mediante su union al RBS, RsmA reprime aquellos mRNAs necesarios para el
establecimiento de una infeccion cronica, como son sistema de secrecion T6SS, la
produccion de EPS, formacion de biofilm, sintesis de sideréforos, ramnolipidos o HCN.
Al mismo tiempo, promueve aquellas caracteristicas que le permitiran establecer una
infeccion aguda asociada generalmente al fenotipo planctonico. Por lo tanto, promueve
la motilidad y adhesion a la superficie mediante la produccion de flagelos, pilis, sistemas
de secrecion tipo T3SS y T4SS. Ademads, encontramos una modulacion intracelular de
los niveles de di-nucleodtidos tipo c-di-GMP y de la actividad del sistema Vfr
(cAMP/virulence factor regulator (Vfr) route) que regula la ruta sintética de varios

factores de virulencia (Coggan & Wolfgang, 2012; Valentini et al., 2018).

Ademas, la activacion de GacA esta regulada por otras dos proteinas sensoras situadas en
la membrana: LadS ejerciendo una regulacion positiva, mientras que RetS la inhibe. A
pesar de que este sistema es uno de los mas estudiados en P. aeruginosa, se desconoce
totalmente que sefales extracelulares producen la activacion de dichas quinasas sensoras.
Sin embargo, se ha propuesto que los intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos
o la temperatura podrian influir en su activacion (Miller et al., 2016; Sonnleitner & Haas,

2011) "

Algo realmente curioso, es que los dos sRNAs, a pesar de que realizan una funcion
redundante y ambos son activados mediante GacA, difieren en su expresion temporal y
su estabilidad, suscitando una modulacion exquisita de la fisiologia de la bacteria (Miller
et al., 2016). En P. aeruginosa, la transcripcion de rsmY es paralela al crecimiento
bacteriano, mientras que rsmZ es producido masivamente durante la transicion entre la
fase estacionaria tardia a estacionaria. Sin embargo, después de 24 horas los transcritos
de RsmZ son degradados, con el fin de permitir la formacion del biofilm y su eliminacion
estd bajo el control del sistema de dos componentes BfiSR activando la ribonucleasa G
(Fig. 1.18). Mientras que RsmY, se encuentra estabilizado mediante su unioén a la
chaperona Hfq incrementando su vida media en el interior de la célula. Ademas, se ha
descubierto que la expresion de rsmY esté inhibida por otro sistema de dos componentes
formado por la proteina HptB y que estd es bajo el control de tres quinasas sensoras

(PA1611, PA1976, PA2824) y no tiene ninguna influencia sobre RsmZ. Por lo tanto,

! En este punto, se recomienda la consulta del articulo Global regulatory pathways and cross-talk control
Pseudomonas aeruginosa environmental lifestyle and virulence phenotype (2012) escrito por Coggan &
Wolfgang. Principalmente, porque aporta un esquema ilustrativo que facilitara la comprension de la
compleja red de sefiales intracelulares que participan en la transicion entre el estado planctonico-biofilm y
como estan interrelacionadas.
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RsmY y RsmZ a pesar de ser redundantes tienen una regulacion totalmente independiente
(Sonnleitner & Haas, 2011). Por ultimo, se ha descrito un nuevo sSRNA, denominado
RsmW, que también operaria sobre RsmA pero que a diferencia de los otros dos, su

expresion no esta regulada por GacA, (Miller et al., 2016).
2.3.4.2 sSRNA involucrado en la sintesis de PQS en condiciones de hipoxia: PhrsS.

P. aeruginosa obtiene la energia preferentemente de la respiracion aerdbica, aunque
también puede adaptarse a situaciones en que las concentraciones de oxigeno son
extremadamente bajas (hipoxia). El activador transcripcional ANR, promueve la sintesis
de una vasta red de genes que permitiran la adaptacion de la fisiologia a condiciones de
anaerobiosis o de hipoxia. Concretamente, induce la sintesis de la via de la arginina
deiminasa con el fin de obtener ATP y la activacion de la via de la desnitrificacion, que

permitira la utilizacion del nitrato o nitrito como aceptores finales de electrones.

Por lo tanto, ANR se activa en situaciones donde hay una elevada densidad bacteriana
que comporta la disminucion de oxigeno. En este escenario también ANR promueve la
expresion de un SRNA denominado PhrS. Este, mediante la unién a la region 5°UTR del
mRNA que codifica para el regulador PqsR, estimula la ruta sintética de PQS, la secrecion
de piocianina, la sintesis de factores de virulencia y la formacion de biofilm (Fig. 1.19).

(Sonnleitner et al., 2011b).
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Figura 1.19. Modelo actual de la regulacion de PqsR mediante PhrS en condiciones
limitantes de oxigeno en Pseudomonas aeruginosa. (A) La transcripcion de PhrS requiere la
proteina ANR, que se activa en presencia de una baja concentracion de O.. En ausencia de PhrS,
pgsR se traduce con muy baja eficiencia, debido a que una estructura intramolecular impide la
union del ribosoma. Cuando se expresa PhrS, éste se une a la region 5’UTR del mRNA de pgsR,
modificando la estructura secundaria y activando la traduccion de un pequeiio ORF (uof)
localizado upstream de pgsR. La traduccion de ambos esta acoplada, induciendo la traduccion de
PgsR, que induce la sintesis de PQS y piocianina. (B) Esquema global que ilustra la regulacion
de la sintesis de PQS y piocianina mediada por PhrS y PqsR. La transcripcion del regulador PqsR
esta controlado por LasR, que se activa por la sefal de QS tipo AHL (3-0x0-C12-HSL). PqsR
activa la transcripcion del operon phzA1-G1 y por phzS y phzM, involucrados en la sintesis de
piocianina. Simultaneamente, regula la transcripcion de los genes phnAB (que codifican para una
antranilato sintasa) y pgsSABCDE, ambos necesarios para la sintesis de PQS (Sonnleitner et al.,
2011; Sonnleitner & Haas, 2011).

2.3.4.3 sRNA involucrado en el control metabolismo carbono: CrcZ.

Pseudomonas aeruginosa es un organismo metabolicamente versatil, que tiene la
habilidad de utilizar diferentes fuentes de carbono, que permiten a la bacteria adaptarse a
diferentes nichos ecologicos. En bacterias, la utilizacion de diferentes fuentes de carbono
estd controlada jerdrquicamente por el mecanismo de represion del catabolismo del
carbono (carbon catabolite repression, CCR). En P. aeruginosa parece ser que el control
de la CCR se realiza a nivel postranscripcional, siendo la chaperona Hfq uno de los

principales reguladores identificados hasta la actualidad (Sonnleitner & Blasi, 2014).

Hfq, es una proteina de unioén al RNA presente en diferentes géneros bacterianos y se ha
observado que es una pieza clave para el desarrollo de la virulencia y fisiologia bacteriana
(Van Assche et al., 2015). Esta proteina tipo chaperona opera a nivel postrancripcional,
facilitando la interaccion del SRNA con el mRNA diana, permitiendo la formacion del
duplex mRNA-sRNA (ver Fig. 1.14). Hfq se une a un elevado ntimero de sRNAs,
ejerciendo un efecto pleiotropico en el organismo. Concretamente, estudios
transcriptomicos han descrito que la delecion de hfg en P. aeruginosa conlleva a la
afectacion de aproximadamente el 5% del total de transcritos de la célula (Sonnleitner et

al., 2003, 2008).

En cuanto al papel que desempeiia en la CCR, Hfq en presencia de una fuente carbono
preferente (p. ej. succinato) se encuentra unida al RBS de mRNAs que codifican para
proteinas implicadas en el metabolismo de fuentes de carbono no preferentes (p.ej.
glucosa, manitol). Por lo tanto, Hfq opera como represor traduccional de transcritos

sujetos a una regulacion de CCR (Fig. 1.20).
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Figura 1.20. Modelo de represion del catalabolismo del carbono (CCR), controlado por el
sistema de dos componentes CbrA/CbrB. Este es activado mediante una sefial extracelular, que
inducira la transcripcion de crcZ. En ausencia de CrcZ, la chaperona Hfq se encuentra unida al
RBS del mRNA, impidiendo su traduccion. En condiciones donde la fuente de carbono preferente
no esta disponible, el sistema CCR se activa y CrcZ secuestra Hfq, liberando el RBS y activando
la traduccion de proteinas involucradas en el metabolismo de fuentes de carbono no preferentes,
como la acetamida o manitol (Sonnleitner et al., 2011, 2014).

En aquellas situaciones en las que no esta disponible una fuente de carbono preferente se
sintetiza un SRNAs denominado CrcZ y que presenta una elevada afinidad por Hfq. Asi
pues, un incremento en CrcZ conlleva el secuestro de Hfq, liberando el RBS de los mRNA
que sintetizan para proteinas encargadas del metabolismo de fuentes de carbono no
preferentes, induciendo una relajacion de la represion del catabolismo del carbono y la
adaptacion de la fisiologia de P. aeruginosa (Fig. 1.20). La expresion de CrcZ, esta
regulada a través del sistema de dos componentes CbrA/CbrB, que se encarga de
mantener el equilibrio de la ratio carbono-nitrogeno y es el responsable de detectar las

fuentes de carbono disponibles en el ambiente (Sonnleitner et al., 2009).
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En cuanto a su relacion con la regulacion del biofilm, se ha observado que Hfq se une a
un elevado numero de mRNAs implicados en la formacion de biofilms y el QS bacteriano.
Ademas, se ha observado que en los biofilms obtenidos en condiciones anaerobicas las
células presentan una mayor expresion de crcZ y un mutante deleccionado en crcZ
muestra una mayor capacidad de formacion de biofilm en condiciones anoxicas, mientras
que una sobreexpresion de crcZ limita el desarrollo de la comunidad bacteriana. En este
escenario, los autores sugieren que CrcZ no estaria ejerciendo una regulacion en el
catabolismo del carbono, sino que su efecto regulatorio principal seria limitar la

formacion de biofilm mediante el secuestro de Hfq (Pusic et al., 2016).
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1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

Los estudios de la composicion de las OMVs secretadas por numerosas bacterias
gramnegativas, detectan repetidamente la presencia de proteinas procedentes de
membrana interna (IM) y del citoplasma. Ademas, en los analisis protedmicos realizados
por nuestro grupo en cepas procedentes de muestras ambientales de la Antartida,
confirman este hecho. Asimismo, el estudio de la estructura de la cepa Antartica S.
vesiculosa M77, rebel6 la presencia de un tipo de vesicula mas compleja, con una doble
bicapa lipidica y que encapsulaba en su interior contenido de elevada densidad
electronica, similar al contenido del citoplasma. Este hecho, sugeriria un mecanismo de

formacion distinto a los propuestos y un nuevo tipo de vesiculas de membrana externa.

Asi pues, el objetivo principal del primer apartado es la caracterizacion estructural de un
nuevo tipo de vesicula de membrana en bacterias gramnegativas, que permitiria explicar
la secrecion de material procedente del citoplasma. Esta caracterizacion estructural se
llevara a cabo mediante el uso de diferentes técnicas de microscopia, que comparten la
caracteristica comun que la muestra es fijada mediante una congelacion extremadamente
rapida, permitiendo parar todos los procesos fisiologicos al instante, ademas de, respetar

al maximo la estructura nativa de la célula, evitando la presencia de artefactos.

Nuestra hipotesis plantea que:

e Existiria mas de un tipo de OMV, las convencionales y un segundo tipo que
incluirian membrana externa e interna bacterianas, asi como contenido
citoplasmico. Por tanto, existiria mas de un mecanismo de formacion de vesiculas
de membrana.

e Estas nuevas vesiculas podrian contener DNA lo que explicaria la transferencia
lateral de genes mediante vesiculas que ha sido descrita por varios autores.

e La existencia de este nuevo tipo de vesiculas no seria exclusiva de una especie
bacteriana, sino que se trataria de un proceso fisioldgico presente en diversas

bacterias gramnegativas productoras de OMVs.

Los objetivos concretos son los siguientes:

1. Detectar un nuevo tipo de vesiculas de membrana externa compuestas por una
doble bicapa correspondiente a la membrana externa (OM) y a la membrana
interna (IM) y que arrastran contenido citoplasmatico. Esta deteccion se llevara a

cabo sobre cortes ultrafinos de la cepa antartica, Shewanella vesiculosa M7,
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mediante técnicas de microscopia electronica de transmision (TEM) después de
criofijacion a alta presion (High Pressure Freezing, HPF) y criosustitucion
(Freeze substitution, FS).

2. Aislar el total de vesiculas de membrana externa de Shewanella vesiculosa M77
y demostrar la produccién de ambos tipos de vesiculas de membrana mediante
TEM y criomicroscopia electronica de transmision (Cryo-EM).

3. Determinar la frecuencia con la que se producen estas nuevas OMVs respecto al
total de vesiculas secretadas por la cepa mediante Cryo-EM.

4. Demostrar la presencia de DNA en el interior de las nuevas OMVs mediante
cuantificacion del DNA e inmunomarcaje del DNA sobre cortes ultrafinos de
vesiculas.

5. Demostrar la existencia de estas nuevas vesiculas en las bacterias patdogenas:
Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Acinetobacter baumannii. En
las que se ha descrito la presencia de DNA, empleando la metodologia

anteriormente descrita.

La demostracion de la existencia de este nuevo de vesicula es vital debido a que explica
la encapsulacion de DNA vy, ademads, abre la puerta al estudio de otros componentes
procedentes del citoplasma que también podrian ser incluidos en vesiculas. En este caso
nosotros hemos decidido centrarnos en el estudio del RNA, en concreto, de aquellos

RNAs no codificantes denominados en bacterias, sSmall RNAs (sSRNAs).

Como hemos explicado, los SRNAs son pequefios transcritos que ejercen una regulacion
postranscripcional en el organismo. Estos ejercen un control agil de la fisiologia
bacteriana, gracias a que son rapidamente sintetizados, no requieren ser traducidos a
proteinas para ser funcionales, y actian sobre dianas ya “pre-existentes” en el citoplasma,
como es el caso de proteinas reguladoras o mRNAs. Por lo tanto, permiten al organismo
adaptarse velozmente a cambios bruscos en el ambiente y hacer frente a peligros que

pudieran comprometer su supervivencia.

Generalmente, los sRNAs han sido estudiado principalmente como reguladores
intracelulares. Sin embargo ;qué pasaria si éstos pudieran ser incluidos en una vesicula,
transportados y finalmente absorbidos por una célula receptora, cambiando su expresion?
Entonces, estariamos delante de una regulacion intercelular ejercida por sRNAs,

generando cambios en la expresion de la célula receptora y por tanto, estarian operando
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como moléculas mediadoras de la comunicacion bacteriana. Participando en el sistema

de senalizacion quorum sensing (QS).

Hay estudios publicados describiendo la presencia de sSRNAs en vesiculas de bacterias
gramnegativas. Por otra parte, se ha observado que células procedentes de mamiferos,
son capaces de secretar vesiculas que contienen un patréon concreto de microRNAs y que
son transferidos a una célula receptora, cambiando su expresion. Asi pues, considerando
que la vesiculacion es un proceso conservado a lo largo de la evolucion, no seria
descabellado el pensar que las bacterias gramnegativas también podrian vehiculizar

sRNAs mediante vesiculas, con el fin de regular la expresion de las células vecinas.

Como bacteria de estudio, se ha decidido trabajar con Pseudomonas aeruginosa PAO1,
debido a que es la bacteria modelo para el estudio de la formacion de biofilms bacterianos.
Ademas, se han descrito diversos sSRNAs que estarian involucrados en la formacion de
estas comunidades multicelulares. Al mismo tiempo, el estudio mediante TEM de
biofilms de P. aeruginosa PAOI1 describio la presencia de abundantes OMVs en las
matrices extracelulares. Por tlltimo, esta bacteria esta incluida en el estudio de la presencia
del nuevo tipo de vesicula en bacterias gramnegativas patdgenas. Por todas estas razones,
Pseudomonas aeruginosa nos parecio la cepa modelo adecuada para estudiar la

importancia biologica de los SRNA incluidos en OMVs.
A modo de resumen, la hipdtesis del segundo capitulo propone que:

e Las bacterias gramnegativas secretarian mediante el nuevo tipo de membrana
externa, RNAs no codificantes denominados SRNAs (small-RNAs). Estos sSRNA
se encontrarian encapsulados en el interior de la vesicula y por tanto protegidos
de la accion de enzimas degradativos presentes en el medio.

o Estos SRNAs serian capaces de ser transferidos en vesiculas a cepas receptoras,
cambiando su expresion. La naturaleza de los SRNAs contenidos en vesiculas
dependeria del estado fisiologico de la comunidad bacteriana, con el fin de ajustar

la expresion global a unas necesidades cambiantes.
Los objetivos individuales han sido:

1. Poner a punto toda la metodologia necesaria para la realizacion de la
experimental: habilitar una zona libre de RNAsas, familiarizarse con las buenas
practicas de laboratorio para el manejo de RNA, extraer el RNA y evaluar la

cantidad y calidad del RNA extraido. La evaluacion del RNA se realizard
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cualitativamente, mediante el analisis de los perfiles electroforéticos
(Bioanalyzer) y cuantitativamente utilizando RT-PCR o técnicas fluorimétricas
de cuantificacion (Quibit).

Demostrar que el RNA asociado a vesiculas efectivamente se encuentra en su
interior mediante el ensayo de “RNAse protection assay”.

Analizar el contenido de RNA asociado a vesiculas y compararlo al de la célula,
mediante RNA-seq de SRNAs y su posterior analisis bioinformatico.
Caracterizar la tasa de vesiculacion a lo largo de una curva de crecimiento,
cuantificando mediante citometria de flujo de alta resolucion el numero de
vesiculas en los sobrenadantes de cultivos liquidos de Pseudomonas PAOI.
Cuantificar la expresion de tres SRNAs conocidos de Pseudomonas PAO1 (PhrS,
CrcZ y RsmZ) mediante RT-PCR en aquellos puntos donde la tasa de
vesiculacion sea distinta. Realizar posteriormente una RNA-seq de cada uno de
los puntos.

Determinar la capacidad de transferencia de sRNAs mediante vesiculas,

realizando ensayos de transferencia con mutantes deleccionados.
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1. MICROORGANISMOS, MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

1.1 MICROORGANISMOS
En este estudio se han empleado diferentes cepas con origenes diversos, Tabla 3.1

Tabla 3.1. Tabla con los microorganismos empleados.

Cepas empleadas en la caracterizaciéon de OMVs y estudios de microscopia

Microorganismos Descripcion Fuente o Referencia

Shewanella vesiculosa M77 Sedimento marino, Isla Bozal et al., (2009)
Decepcion, Antartida CECT7339"

Pseudomonas aeruginosa PAO1 Coleccion internacional CECT No
Neisseria gonorrhoeae Coleccion internacional DMS 15130
Acinetobacter baumannii AB41 Aislamiento hospitalario Este trabajo
Escherichia coli Nissle 1917 Coleccion internacional Aguilera et al., 2013
Escherichia coli Nissle AtolR Mutante hipervesiculante Este trabajo
Cepas empleadas en los estudios de transferencia de SRNAs en OMVs
Microorganismos Descripcion Fuente o Referencia
PAO6679 PAO1 Acrcz (Sonnleitner et al., 2009)
PAO6421 PAOT1 ArsmY ArsmZ (Kay et al., 2006)
E. coli DHSa Utilizada en todo el trabajo rutinario Laboratorio

1.2 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivos empleados para el mantenimiento de las cepas y la realizacion de

los diversos experimentos se detallan a continuacion, asi como su composicion por litro.

TSA (Tryptone Soya Agar) (Pronadisa): Su composicion por litro es:

Peptona de caseina 15g
Peptona de soja 5¢g
NaCl 5¢g
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Agar 15¢
pH 7.3

TSB (Tryptone Soya Broth) (Oxoid): Su composicion por litro es:

Peptona de caseina 17g
Peptona de soja 5¢g
NaCl 2,5g
K2HPO4 2,5¢
Glucosa 2,5g
pH 7.3

(En el estudio de RNA-vesiculas hemos empleado TSB irradiado)

Mueller Hinton caldo (Oxoid): Su composicion por litro es:

Infusion deshidratada de ternera 300 g
Hidrolizado de caseina 17,5g
Glucogeno 1,5g
Glucosa 20g
pH 7.3

LB - Luria-Bertani (Oxoid): Su composicion por litro es:

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g
pH 7,2

Agar Chocolate (Tryptone Soya Agar) (Oxoid): Su composicion por litro es:

Hemoglobina 10g
Peptona de caseina 7,5g
Peptona de carne 7,5¢g
NaCl S5¢g
K,PO4 4g
KH2PO4 lg

Harina maiz lg
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Solucion enriquecimiento GCHI 10 mL
Agar 10g
pH 7,2

1.2.1 Suplementos de medios de cultivo.

Las concentraciones (C) empleadas para cada cepa se indican en la Tabla 3.2 asi como

las concentraciones stock de cada antibiotico.

Tabla 3.2. Soluciones de antibioticos.

Antibiotico C stock C final E. coli DH50  C final P. aeruginosa
(mg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Gentamicina 50 25 100
Tetraciclina 50 25 125
Cloranfenicol 50 20 400

1.3 CONDICIONES DE CULTIVO
1.3.1 Cultivos solidos.

En cultivos solidos, Shewanella vesiculosa M7T se cultivo en placas de TSA a 15°C
durante 48-72 horas. Pseudomonas aeruginosa PAO1, A .baumannii, E.coli Nissle (EcN),
y EcN AtoIR se cultivaron en placas de TSA a 37°C durante 18 horas, mientras que
Neisseria gonorrhoeae se cultivo en agar chocolate a 37°C, en estufa de CO» (5%) durante
48h. Las modificaciones en los tiempos y temperaturas de incubacion se especifican en

cada apartado.
1.3.2 Cultivos liquidos.

En funcioén de la especie bacteriana, se emplearon condiciones de crecimiento diferentes,
aunque la preparacion del preindculo fue comun para todas las cepas cultivadas en medio
liquido. El preinoculo se prepard a partir de la cepa de interés cultivada en TSA,
realizando una suspension de turbidez de 0,5 de la escala de MacFarland.
Inmediatamente, un matraz de 150 mL con 50 mL de medio se inoculé al 0,5% y se dejo

crecer durante toda la noche en agitacion.
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A continuacion, especificaremos las condiciones de crecimiento empleadas para cada

cepa con el objetivo de aislar OMVs.
o Shewanella vesiculosa M7,

Para la obtencion de OMVs de S. vesiculosa M77, se parti6 de 2 matraces muescados de
2000 mL de capacidad con 500 mL de medio de TSB. Estos fueron inoculados al 1% con
un preinoculo de 24h. Los matraces se incubaron a 15°C durante 48 horas y con una

agitacion de 100 rpm.
e Acinetobacter baumannii.

Para la obtencion de OMVs de A. baumannii, se parti6 de 2 matraces muescados de 2000
mL de capacidad con 500 mL de medio de Mueller Hinton (MH). Estos fueron inoculados
al 1% con un preinoculo de 8 horas. Los matraces fueron incubados a 37°C durante 15

horas y a una agitacion de 115 rpm.
e Pseudomonas aeruginosa PAOL1.

Para la obtencion de OMVs en P. aeruginosa PAOI, se partio de 2 matraces muescados
de 2000 mL de capacidad con 500 mL de medio de TSB o LB. Estos fueron inoculados
al 1% con un preinoculo de 15h. Los matraces fueron incubados a 37°C durante 8 horas

y auna agitacion de 115 rpm.

Para el estudio de RNA encapsulado en OMVs las condiciones de cultivo fueron las
siguientes. La bacteria fue crecida en TSB irradiado (Oxoid) y se incub6 durante 4,5 h,
hasta una densidad optica de 1,6. El preinoculo se incubd durante 15 horas y los matraces

fueron inoculados al 1%.
o Escherichia coli Nissle 1917 (EcN).

Para la obtencion de OMVs en EcN, se parti6é de 1 matraz de 2000 mL de capacidad sin
muescas con 1000 mL de LB. Estos fueron inoculados al 1% con un prein6culo de 8

horas. Los matraces fueron incubados a 37°C durante 15 horas y a una agitacion de 200

rpm.

Si existe alguna variacion en las condiciones de los cultivos liquidos, ésta se especifica

en el correspondiente apartado de cada experimento.
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1.3.3 Conservacién y mantenimiento de las cepas

Las cepas se cultivaron en el correspondiente medio sélido y una vez crecidas se
guardaron a 4°C y se resembraron cada siete dias. Las cepas se mantuvieron también
congeladas a -80°C y para ello se utilizo el sistema de mantenimiento CRYO-BILLES
(AES, AEB400100, Combourg, Francia).

2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE OMVs

2.1 AISLAMIENTO DE OMVs

La obtencion de las OMVs se realizé de acuerdo al procedimiento de Kadurugamuwa y
Beveridge, (1995). En general, las OMVs fueron obtenidas a partir de sobrenadantes de
cultivos liquidos en los que las cepas fueron cultivadas tal y como se describe en el
apartado 1.3 de Condiciones de Cultivo. Para la obtencion de OMVs de N. gonorrhoeae,
la cepa se cultivo hasta confluencia en agar chocolate durante 48 horas, a 37°C en un
incubador con 5% de COz. Las células fueron resuspendidas, mediante el raspado de las
células en una solucion de PBS con el fin de obtener una suspension bacteriana. Una vez
obtenidos los cultivos de las distintas cepas, las células se separaron de las OMVs
mediante centrifugacion a 15.000 g durante 30 min a 4°C. Se descarto el pellet de
bacterias y el sobrenadante se filtrd a través de filtros de 0,45 pm (Whatman®). Las
OMVs se obtuvieron por centrifugacion a 42,000 g durante 1 h a 4°C en una centrifuga
Avanti® J 20 XP (Beckman Coulter). Los sedimentos que contenian vesiculas se
resuspendieron en 50 ml de tampon 10 mM HEPES pH 6,8 o DPBS. La suspension se
filtré a través de filtros de jeringa de PET de 0,22um (Millipore) y se volvieron a
centrifugar a 42.000 g durante 1 h a 4°C. Finalmente, el pellet fue resuspendido en
tampon estéril o agua en un volumen minimo segun experimento. La esterilidad de todas

las muestras fue comprobada mediante la siembra de ~ 20 uL en una placa de TSA.
2.2 PURIFICACION DE LAS OMVs

Las vesiculas fueron purificadas por ultracentrifugacion en gradiente de acuerdo al
método adaptado de Horstman y Kuehn (2000). Para ello, se utilizaron gradientes de 45%
de Optiprep® (Sigma) en tampén 10 mM HEPES/0,85% NaCl (p/v), pH 7,4. Las
concentraciones de la solucion de Optiprep/HEPES-NaCl, se afiadieron sobre 4 mL de
muestras de OMVs, en el siguiente orden: 4 ml de la solucion al 40%, 4 mL de la solucion

al 35%, 6 mL al 30%, 4 mL al 25% y finalmente 2 mL al 20%. A continuacidn, se



MATERIALES Y METODOS

centrifugaron los gradientes mediante ultracentrifugacion a 100.000 g durante 20 h en
Ultracentrifuga OPTIMA™ L-90K (Beckman Coulter). Se recolectaron cuidadosamente
fracciones de 1 ml, que fueron analizadas por electroforesis SDS-PAGE al 12% y
posterior tincion con azul de Coomassie. Las fracciones que presentaban un patron de
bandas iguales y que correspondian al patron esperado de bandas de las OMVs de la cepa
se combinaron, se resuspendieron en 10 mM de tampéon HEPES, y se dializaron y
concentraron a traveés de filtros Amicon® Ultra (Millipore) de 100 KDa. Finalmente, las

OMVs purificadas fueron usadas para estudios protedmicos y de microscopia electronica.

3. METODOS DE CUANTIFICACION DE OMVs

3.1 PROTEINA POR BRADFORD

La concentracion de proteinas en OMVs fue determinada por el método Bradford, usando
el reactivo estandar Bio-Rad (Laboratorios Bio-Rad, Alemania). La curva patron se

realizd con BSA.
3.2 LPS POR PURPALD

La concentracion de LPS se calculd6 mediante el ensayo colorimétrico Purpald
desarrollado por Lee C. & Tsai (1999). Para la generacion de la curva estandar (50, 40,
30,20, 10, 5 pg de LPS en 50 uL) se realizaron diluciones seriadas de una solucion madre
de 2 mg/ml de LPS purificado de Pseudomonas aeruginosa 10 (L9143, Sigma), diluido
en agua. Las muestras se analizaron por duplicado y las lecturas se realizaron en el lector
de microplacas SYNERGY HT (BioTek Instruments, Inc.) a 550 nm. Para la curva
estandar para cuantificar el LPS de E. coli Nissle se emple6 el azucar Kdo (0,05/ 0,1/ 0,2/
0,3/ 0,4 y 0,5 mM Kdo en 50 uL)

3.3 CUANTIFICACION OMVs POR SU CONTENIDO EN LiPIDOS

El contenido relativo de lipidos asociados a OMVs fue determinado empleando el
reactivo fluorescente FM4-64 (Thermofisher). Una alicuota de OMVs resuspendidas en
PBS se incub6 con una concentracion final del reactivo FM4-64 de 5 pg/mL durante 5
minutos a temperatura ambiente. Como controles negativos de la fluorescencia, se
emplearon una muestra de OMVs sin tefiir y tampon PBS con FM4-64. Se realizaron las
lecturas por duplicado y se excit6 la muestra a una longitud de onda de 515 nm y se midi6

640 nm con el lector de placas SYNERGY HT (BioTek Instruments, Inc.).
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3.4 CITOMETRIA DE ALTA RESOLUCION

La determinacion del nimero de OMVs en suspension se realizé mediante citometria de
flujo de alta resolucion, tal como describe Wieser (2014) con algunas modificaciones.
Las suspensiones de OMVs fueron tefiidas con FM4-64 a una concentracion final de 0,5
pg/mL y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Pasado el tiempo de
incubacién, fueron inmediatamente analizadas mediante el citometro BD FACSAria™
Fusion IIT (BD Bioscience). Se empled como discriminante la fluorescencia en lugar de
tamafio. Las muestras fueron diluidas con PBS filtrado por 0,22 um hasta conseguir una
frecuencia de eventos <10.000 eventos/segundo y empleando la velocidad de flujo menor
que permite el instrumento (flowrate = 2). Los tiempos de adquisicioén fueron de 1 minuto
y se registraron durante 30 segundos. El nimero de particulas/mL fue determinado
mediante el uso de un patrén de esferas fluorescentes con un tamafio de 100 nm
(Fluorospheres, Life technologies). El blanco del instrumento fue establecido mediante el
analisis de PBS filtrado tefiido con FM4-64 y se ajusto hasta conseguir una frecuencia de
eventos < 20 eventos/s. Por otra parte, la potencia de excitacion del laser empleada fue
ajustada con el fin de descartar la autoflourescencia de la muestra. Para ello, se empled
una suspension de vesiculas sin tefiir y se ajusto la potencia del laser hasta detectar ~20

eventos/s.

Ademas, para validar este método de cuantificacion, es decir, asegurarnos que la cantidad
de vesiculas en suspension fuera proporcional al nimero de eventos detectados en el
citometro, se realizaron diluciones seriadas de la muestra (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) y
se analizaron en el citometro. Por otra parte, se cuantifico la concentracion de vesiculas
mediante proteina y LPS. El experimento se repitid tres veces, con dos replicados

técnicos.

4. TECNICAS DE MICROSCOPIA

4.1 MICROSCOPIiA ELECTRONICA DE TRANSMISSION (TEM)
4.1.1 Tincién negativa.

Se tomo6 un volumen de 10 pl de la muestra correspondiente a las OMVs obtenidas a
partir de las diferentes cepas, segun el procedimiento descrito en el Apartado 2. Se coloco

sobre parafilm y a continuacion se dispuso la rejilla de microscopia electronica de cobre
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200 MESH recubierta con Formvar-carbono sobre la gota de OMVs. Se dejo6 adsorber la
muestra durante 2 min y luego se lavo la rejilla colocandola sobre una gota de agua
bidestilada durante 10 s. Rapidamente se depositd la rejilla sobre el agente de tincion
(acetato de uranilo, AU) al 2% (m/v) durante 1 min. Inmediatamente se retird el exceso
de AU con papel de filtro y se dejo secar la muestra 24h. Una vez preparadas las rejillas
con las muestras, se colocaron en un desecador hasta su observacion en microscopio
electrénico de transmision Tecnai Spirit (FEI Company, Holanda) a 120 kv. Las iméagenes
fueron captadas con la camara CCD (FEI, Eindhoven, Holanda) y procesadas a través del

programa AnalySIS (Soft Imagine Systema, Suiza).

4.1.2 Criofijacion por alta presion y Criosustitucion (High Pressure Freezing and

Freeze- Substitution, HPF-FS).

Las colonias de bacterias para criofijar fueron seleccionadas bajo estereomicroscopio y
se transfirieron a planchettes de didmetro 1,5 mm y profundidad 200 pm. Inmediatamente
se procedio a la criofijacion por alta presion utilizando el equipo Leica EM Pact (Leica,
Viena, Austria) a una presion de 2100 bar y con una velocidad de disminucion de
temperatura de 8000°C/s. Las planchettes fueron entonces mantenidas en nitrogeno

liquido hasta su uso.

Las muestras crioinmovilizadas se criosustituyeron en acetona pura conteniendo tetroxido
de osmio al 2% (m/v) y acetato de uranilo 0,1% (m/v), durante 72 h a -90°C en un equipo
Leica AFS (Automatic Freeze Substitution). Se increment6 la temperatura de forma
gradual a 5°C/h, hasta llegar a los 4°C. Las muestras se mantuvieron 2 h a 4°C y luego la
temperatura se elevo hasta 25°C donde se mantuvo durante 2 h. Se realizaron tres lavados
sucesivos con acetona durante 15 min a temperatura ambiente y las muestras se
incluyeron en resina Epon-acetona: 1:3 durante 2 h; 2:2 durante 2 h, 3:1 durante 16 h 'y
finalmente en Epon pura durante 30 h. Finalmente se procedio a la polimerizacion de la

resina durante 48 h a 60°C.
4.1.3 Cortes ultrafinos.

Los cortes semifinos de 1 um fueron realizados para poder localizar la zona de la muestra
deseada en un microscopio Optico. Posteriormente mediante ultramicréotomo (Leica,
UCT), se realizaron cortes ultrafinos, de 50-60 nm, que se recogieron en rejillas
recubiertas con Formvar y carbono. Las secciones obtenidas se contrastaron con acetato

de uranilo al 2% (p/v) en agua durante 30 min a temperatura ambiente y a continuacion
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se procedid a lavar la muestra con abundante agua y se contrastd con citrato de plomo
aproximadamente durante 5-6 min en presencia de lentejas de NaOH y en una atmosfera

cerrada en ausencia de COx.
4.1.4 Inmunomarcaje de DNA de cortes ultrafinos de OMVs.

En primer lugar, las OMVs se aislaron y se trataron con DNAasa I pancreatica (Sigma)
para eliminar restos de DNA presente en el exterior de las vesiculas. Las muestras se
prepararon mediante HPF-FS, pero se substituyeron en este caso con la resina Lowicryl-
HM20 idénea para la realizacion de inmunomarcajes. Posteriormente, se realizaron cortes
ultrafinos de las OMVs tal como se describe en el apartado anterior. A continuacion, se

precedio6 al inmunomarcaje.

Las rejillas con los cortes se invirtieron y colocaron sobre una gota de  PBS 0,1M y se
dejaron flotar durante 3 minutos. Seguidamente, se realiz6 el bloqueo de las rejillas en
una solucion de PBS 0,1M/glicina 50 mM, a continuacion se realizé un lavado con PBS
0,IM (1 gota durante 3 minutos) y se bloquearon las rejillas con 5% albumina bovina
sérica (BSA, Sigma)/PBS 0,1M (1 gota durante 12 minutos). Nuevamente, se procedio a
un nuevo bloqueo de las rejillas en BSA 1% / PBS 0,1M (1 gota por 8 segundos). A
continuacion, las rejillas se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente a una
IgM monoclonal especifica de raton en contra de dsDNA, diluida % en BSA/ PBS 0,1M
(Novus Biologicals, Clone AC-30-10) durante 45 minutos. Al finalizar, se lavaron en
Tween-20 0,25% /PBS 0,1M (5 gotas en 5 minutos) y se realizé un nuevo bloqueo con
BSA 0,1% BSA/PBS 0,1M (1 gota durante 3 minutos). Las rejillas se incuban durante 30
minutos con el anticuerpo secundario especifico contra la IgM de raton (Jackson, Lot
84359) diluido 1/20 en BSA 0,1% BSA/PBS 0,1M asociado a nanoparticulas de oro de

12 nm y se lavaron con agua bidestilada y se secaron con papel de filtro.

Por ultimo, se contrastaron las rejillas mediante con una solucion de acetato-metanol al
2% (1 gota durante 5 minutos), 70% metanol (1 gota durante 3 minutos), 50% metanol (1
gota cada 3 minutos) y 30% metanol (1 gota cada 3 minutos). Las rejillas fueron lavadas
con agua y se secaron durante 20 minutos al aire. Para finalizar el contrastado, las rejillas
se tifieron con una solucion de citrato de plomo durante 2 minutos y se retir6 el exceso de

agente de tincion con agua.

Para asegurar la especificidad del inmunomarcaje se realizaron diferentes controles. En

el primer control se omitid el anticuerpo primario. En el segundo, antes del
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inmunomarcaje, se realizé un tratamiento de las rejillas con DNAsa I a una concentracion
de 1 mg/ml en PBS 0,1M y MgCl> 7 mM de durante 7 horas. En el tercer control se utilizd
una IgM primaria contra una proteina de Plasmodium falciparum. Previo al
inmunomarcaje todas las soluciones fueron tratadas con DNAsa para evitar la
contaminacion de DNA procedente de los reactivos y posteriormente el enzima fue

inactivado a 80°C,
4.2 CRYO-EM
4.2.1 Visualizacién de muestras de OMYVs preparadas por Plunge-Freezing (PF).

Las suspensiones de OMVs fueron preparadas mediante Plunge-Freezing para ser
visualizadas en el Cryo-EM. Para su visualizacion, las OMVs se resuspendieron en
tampon de HEPES 50 mM a pH 6,8. Una gota de esta suspension fue depositada sobre
rejillas de carbono perforadas tipo Quantifoil R 2/2 grids (Quantifoil Micro Tools GmbH,
Jena, Germany) y se dejo contactar la muestra entre 2 y 4 minutos. Previamente, las
rejillas fueron sometidas a un tratamiento “glow-discharged” para permitir una dispersion
uniforme de la muestra sobre la rejilla. El exceso de liquido se absorbi6 con un papel de
filtro, dejando una fina capa de muestra en la rejilla. A continuacion, se vitrificaron las
muestras mediante la inmersion de la rejilla en etano liquido, empleando el instrumento
Vitroblot (FEI Company, Eindhoven, Netherlands). Las muestras vitrificadas se
mantuvieron en nitrégeno liquido a un 100% de humedad. La visualizacion de las
muestras se llevo a cabo en el Crio-microscopio Tecnai F20 (FEI Company) a 200 kV, a
una temperatura entre -170°C a -175°C. Las imagenes se captaron con camara Eagle 4k
x 4k CCD (FEI Company). El analisis de los distintos tipos de OMVs y la proporcion de

las mismas se realizo con el programa analySIS (Soft Imagine System, Switzerland).

4.2.2 Observacién mediante Cryo-EM de suspensiones bacterianas preparadas por

Plunge-Frezzing (PF).

Las suspensiones bacterianas enriquecidas en OMVs de N. gonorrhoeae, Pseudomonas
PAO1 y A. baumannii AB41 fueron visualizadas mediante Cryo-EM. Para la preparacion
de las suspensiones bacterianas, Pseudomonas PAO1 y A. baumannii AB41 fueron
incubadas overnight en 50 mL de TSB. N. gonorrhoeae fue cultivada en agar chocolate

durante 24 horas y las células fueron resuspendidas en 50 mL de PBS.
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Para eliminar una gran parte de las células, los cultivos fueron centrifugados a 3.000 g
durante 10 minutos y el sobrenadante fue centrifugado a 40.000 g durante 30 minutos en
la centrifuga Avanti J-20 XP (Beckman Coulter, Inc). El pellet fue resuspendido con 50
ml de 50 mM HEPES pH 6,8 y se volvio a centrifugar a 40.000 x g durante 30 minutos.
Finalmente, el pellet se resuspendid en el volumen adecuado de 50 mM HEPES pH 6,8
ajustando la turbidez a 1 de la escala de McFarland para su correcta visualizacion en

Cryo-EM.
5. PROTEOMICA
5.1 GEL DE PROTEINAS 1D SDS-PAGE

Los geles de proteinas se hicieron de acuerdo al protocolo descrito por Sambrook &
Russell (2006). La solucion del gel de resolucion se realizo al 12% y se hizo de la
siguiente forma: 3,3 mL de agua destilada, 4 mL de solucion de acrilamida 29:1 al 30%
(161-0156, Bio-rad), 2,5 mL de tampdn Tris-HCI 1,5M (pH 8,8), 100 uL SDS 10% (p/v),
y 100 pL de persulfato de amonio 10% (p/v). Para catalizar la polimerizacion se afiadieron
a la mezcla, 4 pLL de n,n,n’,n’-tetrametiletilenodiamina (TEMED) y tras homogeneizar la
solucion, ésta se depositd entre los dos cristales hasta llegar a una altura de unos 2 cm
desde el borde superior del gel. También se anadi6 una capa de agua destilada para nivelar
el gel y se dejo polimerizar durante 45 minutos. El gel de apilamiento se preparo
mezclando 2,7 mL de agua, 0,67 mL de acrilamida, 0,5 mL Tris- HCI 1M (pH 6.8), 40
pL SDS 10%, 40 pl de persulfato de amonio 10% (p/v) y 4 uL TEMED vy se coloc6 a

continuacion del gel separador.

Las muestras se prepararon diluyendo una cantidad concreta de OMVs hasta un volumen
maximo de 12 pL y a continuacion, se afiadieron 3 pL del tampon de carga SDS 5X. Las
muestras fueron hervidas durante 5 minutos a 95°C para desnaturalizarlas y ser cargadas
en los pocillos. En general, en cada pocillo se afiadi6 una cantidad de OMVs
correspondiente a unos 10 pg de proteina, calculada mediante el ensayo de Bradford y en
un volumen maximo de 15 uL. Las proteinas fueron separadas mediante el sistema de
electroforesis Mini-Protean III de Bio-Rad (Hercules, CA, EE.UU) con una fuente de
alimentacion PowerPac 300 (Bio-Rad) a 120 V durante 45 minutos. Se utilizd6 como
tampon de corrida PAGE 1X (Tris 25 mM, pH 8,5), glicina 200 mM, SDS 0,1% (p/v).

Los geles fueron tefiidos con azul de Coomassie (G-250) (Fluka).
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5.2 ESPECTROMETRIA DE MASAS DE Neisseria gonorrhoeae

Con el fin de identificar las proteinas presentes en las OMVs de N. gonorrhoeae se realizo
un estudio protedomico a partir de geles 1D SDS-PAGE de OMVs purificadas de N.
gonorrhoeae. Una vez tuvimos las bandas proteicas separas en los geles de 1D SDS-
PAGE, estas fueron cortadas con ayuda de un bisturi y se lavaron con tampon de
bicarbonato amoénico y acetonitrilo. A continuacion, se realizaron lavados secuenciales
con tampdn bicarbonato amonico y acetonitrilo y las proteinas fueron digeridas durante
toda la noche a 37°C con 0,27 nM de tripsina. Los péptidos fueron extraidos de la matriz
del gel con una solucion al 10% (v/v) de 4cido féormico y acetonitrilo, luego fueron

concentrados y secados mediante vacio.

Los péptidos obtenidos al realizar la digestion con tripsina se analizaron por un
espectrometro de masas en tandem (LTQ-Orbitrap Velos, Thermo Scientific) conectado
on-line con un equipo de cromatografia liquida (nanoAcquity, Waters). La base de datos
se generd recopilando todos los péptidos procedentes de Neisseria gonorrhoeae
compilados en las bases de datos Uniprot-SwissProt y Uniprot-TrEMBL (Setiembre,
2013). El software Thermo Proteome Discover (v.1.3.0.339) fue empleado para comparar
las masas de los péptidos identificados en las OMVs de N. gonorrhoeae con los incluidos
en la base de datos. Los resultados fueron filtrados y solamente fueron incluidas aquellas
proteinas identificadas por al menos 2 péptidos de alta confianza (FDR < 0,01). La

localizacion subcelular fue determinada por el programa PSORTD v3.0.2.

6. DETECCION MEDIANTE WESTERN BLOT DE LA PROTEINA Hfq

El Western Blot se realiz6 siguiendo el método descrito por Sonnleitner y colaboradores
(2017). Cantidades de OMVs de 10, 15y 25 pg de LPS fueron separadas mediante geles
de 1D SDS-PAGE al 12% a 130V durante 1,5 horas. A continuacidn, las bandas de
proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa, mediante el sistema
Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-rad) durante 30 minutos a 20-25 V. Como
control de la transferencia de proteinas se afiadio en un carril del gel de poliacrilamida un
marcador de peso molecular pretefiido. Una vez realizada la transferencia las membranas
fueron bloqueadas con una solucion de TBS y leche deshidratada al 5% y se dejo6 a 4°C
overnight. Pasado este tiempo, se procedio a realizar una serie de lavados con TBS (3
lavados de 10 minutos). Una vez finalizados, se inici6 el inmunomarcaje, se incubd el

anticuerpo primario anti-Hfq (Pineda) obtenido en conejo durante 1 hora y media. A
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continuacion, se realizaron tres lavados en TBS y se procedio al marcaje con el segundo
anticuerpo anti-rabbit conjugado a una fosfatasa alcalina (Sigma). El revelado se realizd
utilizando el sustrato cromogénico cloruro de nitroazul de tetrazolio (NBT) y 5-bromo-
4cloro-3-indolil fosfato (BCIP). Como control del western se anadid a un carril del gel 5

pL de proteina Hfq cedida por el laboratorio del Dr. Udo Blési.
6.1 SOLUCIONES UTILIZADAS

e Tampon de transferencia

Glicina 29¢g
Tris 58¢g
20% SDS 1,85 mL
Metanol 200 mL
Agua c.s.p 1L
pH=8.,3
e TBS 10x
NaCl 80g
KCl1 2g
Tris 30g
Agua c.s.p 1L

pH=7.5, ajustar con HCl

e Solucién de anticuerpo ( dilucion 1:10000)

TBS 1x 19 mL
Solucion del 10% BSA 2g
Anticuerpo 2 ulL

e Tampodn de la fosfata alcalina

NaCl 58¢g
MgC,z 1 g
Tris 12¢g

Agua c.s.p 1L
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pH=9,5 , ajustar con HCI

e Solucion NTB/BCIP

Buffer de fosfatasa alcalina 10 mL
NBT (nitroblue tetrazolium 0.5 g/ 10 ml 70% DMF) 66 uL
BCIP (0.5 g 5-bromo-4cloro-3-indolil fosfato en 100% 33mL
DMF

7. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE DNA ASOCIADO A OMVs
MEDIANTE EL ENSAYO Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kit

La cuantificacion de DNA por fluorimetria se realizo para determinar la cantidad de DNA
presente en el interior de las vesiculas. Este se cuantificé mediante el ensayo de Quant-
iT PicoGreen dsDNA Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) descrito previamente por
Renelli y colaboradores (2004) con algunas modificaciones. Se prepararon dos muestras
de OMVs correspondientes a 30 ug de proteina. Una muestra fue tratada con 50 pg/mL
de DNasa pancreatica (Sigma) y MgCl> 10 mM durante 1h a 37°C para digerir el DNA
asociado al exterior de las vesiculas. A continuacion, se inactivo la DNAasa mediante un
tratamiento a 80°C durante 10 minutos. Ambas muestras se lisaron con una solucion de
Triton X-100 al 0,125%. Posteriormente, las muestras se procesaron mediante el kit
comercial de Quant-IT TM PicoGreen ® siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
realizé una curva patron de bajo rango, que permite cuantificar un rango de 0,25 pg/mL
a 25 ng/mL. Se partié de una solucion de 50 ng/mL de DNA vy se diluy6 para obtener las
concentraciones deseadas (0,025/0,25/2,5/ 25). La lectura se realizé en el lector de placas
de Modulus Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems) a las longitudes de onda
490 nm de excitacion y 520 nm de emision. Las OMVs se obtuvieron de tres experimentos

independientes y los resultados se expresan como la media + desviacion estandar.

8. CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE ATP ASOCIADO A OMVs

El ATP contenido en OMVs de distintas bacterias fue calculado mediante el kit comercial
BacTiter-Glo Microbial Cell Viability Assay (Promega). Una muestra de vesiculas fue
aislada de cultivos en fase exponencial y guardada a -80°C con el fin de evitar la
degradacion del ATP. Alicuotas de 100 uL de vesiculas aisladas de cada cepa fueron

procesadas siguiendo las instrucciones del fabricante y la luminiscencia fue medida en
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Modulus Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems). Previo a la medida del
ATP, se comprob¢ la esterilidad de cada lote de vesiculas, con el fin de descartar la

presencia de bacterias que pudieran interferir en la evaluacion del contenido de ATP.

La curva patrén se realizéo mediante diluciones seriadas 1/10 (1 M to 10 pM), a partir de
una solucion patron de Adenosina 5’-triphosphato de sodio de 1 uM (Promega). La
concentracion de ATP de cada muestra fue determinada mediante su extrapolacion de la
sefial luminiscente a la curva patron y la sefial de cada muestra fue normalizada respecto
a la cantidad de proteina de cada alicuota de vesiculas. Las OMVs se obtuvieron en dos
experimentos independientes y cada determinacion fue realizada por duplicado y los

resultados se expresan como la media + desviacion estandar.

9. ESTABLECIMIENTO DE UNA ZONA DE TRABAJO RNAse-FREE

Trabajar con RNA requiere tomar precauciones extras que no son necesarias para la
manipulacion de DNA, ya que el RNA por su propia estructura es intrinsecamente mas
deébil que el DNA. Ademas, la presencia de la enzima RNAsa es ubicua y es
extremadamente resistente y muy dificiles de inactivar. Como ejemplo, pondriamos, que

su actividad se mantiene tras el autoclavado.

Asi pues, antes de trabajar con RNA es esencial el establecimiento de una zona libre de
RNAsas y al mismo tiempo, estar familiarizado con unas buenas practicas de laboratorio
para la manipulacion de RNA, con el fin de evitar la degradacion de nuestras muestras y
conseguir resultados reproducibles. Ademas, es importante tener en cuenta que las
cantidades de RNA asociadas a vesiculas suelen ser infimas, por lo que es preciso

extremar las precauciones para proteger las muestras.

La piel humana ha sido reconocida como una fuente principal de contaminacion de
RNAsas. Aunque también pueden proceder de particulas de polvo, en las que hay
microorganismos depositados y que pueden llegar a la muestra por el aire. Otra fuente
que se ha tener en cuenta son los reactivos; es importante utilizar reactivos RNAse-free y
ademas utilizar técnicas microbioldgicas adecuadas para evitar su contaminaciéon por
bacterias o hongos. Por ultimo, se ha de valorar que las RNAsas pueden estar presentes

intrinsecamente en nuestra propia muestra.

Por todo esto, en el laboratorio se establecieron las siguientes pautas de trabajo.
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Se habilitd una zona independiente del laboratorio con cabina de flujo laminar
para la manipulacion de muestras de RNA y reactivos. Antes de cada uso, se
procedio a la descontaminacion de RNAsas de la superficie de la cabina mediante
el reactivo RNAse zap® (Ambion). Seguidamente, la superficie fue desinfectada
mediante el uso de una solucion de etanol al 70% que se prepard empleando agua
comercial RNAse-free (Sigma).

Se destinaron unas pipetas automaticas para el uso exclusivo de la manipulacién
de RNA.

Para evitar la presencia de RNAsas procedentes de motas de polvo depositado en
la superficie, todo el material introducido en la cabina (puntas, pipetas,
eppendorfs, reactivos, gradillas) se descontamind previamente con la solucion
RNAse zap ®.

Para evitar la contaminacion por RNAsas procedentes de la piel se emplearon
guantes en todo momento y se cambiaron constantemente. Ademas, se utiliz6 una
bata con pufo cerrado de uso exclusivo para la manipulacion de RNA.

Se empled material de plastico de un solo uso y puntas estériles con filtro RNAse
free. El material de vidrio se descontaminé por incineracion a 200°C durante 24
horas.

Se evitd el empleo de material autoclavado y el uso de hielo durante las
extracciones y tratamientos del RNA para evitar una posible fuente de
contaminacion.

En todo momento se emple6 agua comercial libre de RNAsas (Sigma). Todos los
reactivos RNAse-free se alicuotaron en voliimenes adecuados bajo condiciones de
esterilidad, utilizando cabina, y tomando las maximas precauciones para evitar la
contaminacion con RNAsas del ambiente. Los reactivos y sus alicuotas fueron
guardados en sitios distintos a los reactivos convencionales.

Periodicamente, se comprobo la estabilidad del RNA vesicular mediante su
incubacion a 37°C durante 30 minutos y el posterior analisis de los perfiles
electroforéticos de RNA vesicular antes y después de la incubacion. También se
valoro6 la presencia de RN Asas en los kits de extraccion una vez abiertos. Aquellos
kits que disminuyeron la calidad de RNA bacteriano a un RIN < 8,5, fueron

descartados, asumiendo una contaminacion por RNAsas por mala manipulacion.
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10. AISLAMIENTO DEL_RNA PRESENTE EN OMVs Y CELULAS DE

Pseudomonas aeruginosa PAO1

Previamente a la extraccion de RNA, las muestras de vesiculas aisladas fueron sometidas
aun tratamiento externo de RNAsa A/T1 (Thermo Fisher Sctientific) de 10 ng/uL durante
30 minutos a 37°C, para degradar el RNA que pudiera estar asociado a la superficie de
las vesiculas. A continuacion, para evitar la posible interferencia del enzima en la
extraccion de RNA se realizo una dilucion 1/100 de las vesiculas en agua y se volvieron
a centrifugar a 40.000 g durante 1 hora a 4°C. El pellet obtenido se resuspendié en agua,
utilizando el menor volumen posible. Para la extraccion de RNA se partié de una muestra
de vesiculas equivalente a 70 pg de LPS (volumen < 50 uL) y se procedi6 al aislamiento
del RNA empleando el quit miRNAs (Qiagen), siguiendo las recomendaciones del

fabricante. Para finalizar, el RNA se diluy6 en 30 uL en agua.

Para la extraccion del RNA bacteriano, 700 pL de cultivo bacteriano fueron centrifugados
a 10.000 g. El sobrenadante fue descartado y se eliminaron los restos del medio con una
pipeta, para proceder a la extraccion del RNA empleando el Kit miRNAs (Qiagen),
siguiendo las recomendaciones del fabricante. El RNA fue diluido en 50 pL de agua
RNAse-free y la concentracion y calidad de RNA bacteriano se determind por

espectofotometria empleando el equipo Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific™).

11. CUANTIFICACION FLUORIMETRICA DEL RNA TOTAL MEDIANTE
Qubit RNA HS Assay Kit ™

Se determind la concentracion del RNA extraido de muestras de vesiculas mediante
fluorimetria con el kit comercial Qubit™ RNA HS Assay Kit (Thermo Fisher), que permite
la cuantificacion selectiva de RNA en un rango comprendido entre los 250 pg/uL y los
100 ng/uL. Para ello, 3 uL de cada muestra fueron procesados siguiendo las instrucciones
del fabricante. La lectura de la sefial se realizo mediante un Fluorimetro Quibit (Thermo
Fisher). Las cuantificaciones mediante el ensayo Qubit™ RNA HS fueron realizadas en

los servicios de genémica del IDIBAPS.

12. DETERMINACION DE LOS PERFILES ELECTROFORETICOS DEL RNA
POR BIOANALYZER

Para determinar el perfil electroforético del RNA total extraido de las OMVs se realizo

un analisis mediante Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent) empleando el kit Agilent RNA
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6000 Pico Kit, debido a la baja concentracion de RNA. Para poder resolver la franja de
RNA de tamafio inferior a 100 nt se emple6 el kit de Agilent Small RNA. Para la
determinacion de la calidad del RNA celular se realizo el analisis mediante el kit de
Agilent 6000 Nano y se valor6 el RIN (niimero que determina la calidad del RNA
extraido, siendo 10 el maximo valor). Todas las muestras de RNA bacteriano con las que
se trabajo tuvieron un valor > 8,5. Para todos los tipos de ensayo se utilizaron 1,5 pL del
volumen eluido de RNA en agua. El procesado de las muestras fue realizado en los

servicios de gendmica del instituto IDIBAPS.

13. CUANTIFICACION DE sRNAS MEDIANTE RT-PCR

13.1. TRATAMIENTO CON DNAsa DEL RNA EXTRAIDO

Ninguno de los métodos de extraccion de RNA consigue aislar el RNA completamente
puro, ya que también se extrae una pequefia parte de DNA. Por esta razon, antes de
realizar la retrotranscripcion (RT), se debe realizar un tratamiento del RNA con DNAsas.
Este tratamiento se realizo con la DNase TURBO DNA-free™ (Ambion, Thermo Fisher),
por dos razones. Es la DNAsa mas potente del mercado y ademas, se puede eliminar
mediante una centrifugacion, evitando realizar una inactivacion por calor que deterioraria

la calidad del RNA.

Por ello, 12 pL del eluato de RNA fueron tratados con 1 pL. de DNase TURBO DNA-
free™y con 1,2 pL de tampdn 10X y se incubaron durante 30 minutos a 37°C. Pasado
este tiempo, se afiadieron 2 pL de tampon de inactivacion a la muestra y se agito
suavemente, dejando reaccionar la mezcla durante 5 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion, se centrifugd la muestra a 10.000 g durante 1,5 minutos. Cuidadosamente,
se pipetearon 10 pL de la solucién de RNA evitando tocar el precipitado blanco. Estos 10
uL fueron transferidos a un nuevo eppendorf RNAse-free y se diluyeron con 10 uL de
agua. Los 20 pL se separaron en 2 alicuotas. La primera se empleo para la conversion del
RNA a cDNA y posterior cuantificacion por RT-PCR. La segunda alicuota fue empleada
como control del tratamiento de DNAsa. El RNA tratado fue guardado a -80°C hasta su
transcripcion inversa. Para el tratamiento con DNAsa del RNA bacteriano, se emplearon

2 unidades de DNAsa y 2,4 uLL de tampon de inactivacion.
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13.2. CONVERSION DEL RNA A ¢cDNA (RETROTRANSCRIPCION).

La transcripcion inversa del RNA a cDNA se realizé con el kit comercial High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit con inhibidor de RNAsa (Applied Biosystems™),
empleando cebadores aleatorios para la conversion cuantitativa de la hebra de RNA a
cDNA vy siguiendo las instrucciones del fabricante. Para RNA vesicular, se
retrotranscribieron 10 pL de RNA tratado con DNAsa, mientras que para RNA
bacteriano, se realizo la transcripcion inversa de un volumen equivalente a 5 ng de RNA
y se llevaron a 10 pL, en una reaccion de 20 pL. La retrotranscripcion se realizéd en el
termociclador 2720 de Applied Biosystems y utilizando las condiciones recomendadas

por el fabricante.

13.3 CUANTIFICACION ABSOLUTA DE LA EXPRESION DE LOS sRNAs
MEDIANTE Real time -PCR CUANTITATIVA (RT-qPCR)

13.3.1 Cebadores.

Los cebadores empleados en la qPCR estan detallados en la Tabla 3.3. Estos fueron
disenados con Primer3 (version 0.4.0), a una temperatura de alineamiento de (Tm) de

60°C y con un tamafio de amplicén > 100 nt.

Tabla 3.3 Cebadores empleados en la qPCR (Tm 60°C).

Cebadores secuencia (5°>—» 3°) Referencia
13F_rsmZ UB GTACAGGGAACACGCAACC (Sonnleitner & Blasi, 2014)
13R rsmZ UB CCCCGCCCACTCTTCAG (Sonnleitner & Blisi, 2014)
O1F_PhrS CAACTGGAGGCCATCAACAT Este trabajo
03R_PhrS CTAAGTGCCTTGCGTGCTCT Este trabajo
02F _crcZ GAGGCGCAGCTAACTGATTC Este trabajo
02R_crcZ AGGCTGGGAGTTCAATAGCA Este trabajo

13.3.2 Optimizacion de la PCR y condiciones establecidas.

Para la cuantificacion de SRNAs mediante RT-PCR se utilizo el reactivo SYBR® Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems™, Thermo Fisher), que contiene un premezclado
con todos los componentes necesarios para la PCR, excepto los cebadores, DNA molde

y agua. La deteccion directa del producto de PCR se controla midiendo el aumento de
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fluorescencia causada por la union del fluorocromo verde SYBR® al DNA de doble
cadena.

La concentraciéon de cebadores se optimizé con el fin de determinar la minima
concentracion de cebador que permitiera obtener el menor Ct (Thereshold Cycle) con el
maximo ARn, descartando la generacién de mas de un producto de PCR (dissociation
curve). Para ello, se realizaron diferentes mezclas empleando diferentes concentraciones
de cebadores (Tabla 3.3), siguiendo las instrucciones descritas en el manual
proporcionado por Thermo Fisher para el uso de SYBR® Green PCR Master Mix y
SYBR® Green RT-PCR Reagents Kit. Se emple6 una matriz de eficiencia descrita en la
Tabla 3.4 realizando 4 réplicas para cada dilucion. Ademas, se emplearon mezclas sin
DNA molde con fin de descartar la presencia de contaminantes en los reactivos.

Tabla 3.4. Matriz de concentraciones de cebadores con una cantidad fija de DNA
molde.

Reverse Forward (nM)
(nM)
50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900

Para establecer la concentracion 6ptima de cDNA a utilizar en la qPCR, descartar la
presencia de inhibidores y calcular la eficiencia de la amplificaciéon de nuestros
cebadores, se realizaron diluciones seriadas del cDNA vesicular (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y
1/32) y se realiz6 la qPCR de las muestras. También se determiné la eficiencia de la
amplificacion de los cebadores mediante el célculo de la pendiente, que deberia tener
unos valores situados entre -3,1 ~ -3,6 (equivalente a 110 ~ 90% de eficiencia de la
reaccion) (Tabla 3.5).

La cuantificacion de sRNAs se realizé de forma absoluta, debido a que no se conoce
ninglin gen cuya expresion sea constante (“housekeeping gen”) en vesiculas. Por ello se
tuvo que realizar una curva estandar con diluciones seriadas del gen de interés.
Generalmente, se recomienda que se hagan a partir de RNA, pero decidimos realizar la
curva estandar a partir de sondas de DNA de nuestro gen de interés que fueron
sintetizadas por IDT Technologies (Integrated DNA Technologies, Inc, EE.UU). Se

disend una curva patron siguiendo las instrucciones detalladas en el manual Creating
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Standard Curves with Genomic DNA or Plasmid DNA Templates for Use in Quantitative
PCR (Applied Biosystems™). La curva patrén estuvo formada por 7 puntos de
diluciones seriadas de 1/10 con un rango comprendido entre las 0 copias hasta las 3x10°
copias del SRNA de estudio, que corresponden a unos Cts comprendidos entre 15 y 30.
Las condiciones para cada sSRNA estan detalladas en la Tabla 3.4.

La RT-qPCR se realiz6 en placas MicroAmp™ Optical 384-Well (Thermo Fisher), con
un volumen final de PCR de 11 pL (10 pL master mix y 1 uL de cDNA). La placa se
llené empleando pipetas automaticas. Posteriormente la reaccion de amplificacion fue
llevada a cabo en el termociclador de qPCR ABI 7900 Real-time PCR (Applied
Biosystems™) y las condiciones de reaccion utilizadas fueron las establecidas en el
protocolo de EI SYBR® Green PCR Master Mix. Para el analisis de los datos se ajustaron
manualmente los valores Ct, con un Threshold de 0,2. Se sembraron al menos tres
réplicas por punto, aceptando como maximo una desviacion estandar de la muestra de +
0,5. Los valores medios de Ct de las muestras fueron extrapolados a la curva patrén para

conocer el nimero de copias/mL.

Tabla 3.5. Concentracion de cebadores y pendiente de rendimiento.

sRNA [cebadores]  pendiente

PhrS 900/900 -3,4
CreZ 50/300 -3,2
RmsZ 900/900 -3,1

14. ENSAYO DE PROTECCION DEL RNA VESICULAR FRENTE UN
TRATAMIENTO CON RNAsas (RNAse protection assay)

Este ensayo fue realizado para determinar si el RNA se encontraba interiorizado en las
OMVs. Para este ensayo una muestra de OMVs de Pseudomonas PAO1 obtenida a partir
de 1,5 L de sobrenadante, fue divida en tres alicuotas idénticas, que recibieron
tratamientos diferentes. La primera alicuota recibi6 un tratamiento externo con RNAsa.
La segunda consistié en una muestra de OMVs lisadas y posteriormente tratadas con
RNAsa. Por ultimo, la tercera alicuota fue utilizada como control y no recibié ningiin
tratamiento. Para la degradacion del RNA externo se realizo un tratamiento con RNAsa
a una concentracion de 10 ng/uL durante 30 minutos a 37°C. Pasado este tiempo, las

OMVs fueron diluidas 1/100 y vueltas a centrifugar para eliminar el enzima. Para la



MATERIALES Y METODOS

preparacion de muestras lisadas, las muestras de OMVs recibieron un tratamiento externo
con RNAsa y fueron lavadas para eliminar los restos del enzima. El pellet de vesiculas
fue sometido a un tratamiento de lisis con Triton X-100 al 0,2% durante 30 minutos, para
volver a ser sometidas a un segundo tratamiento con RNAsa. A continuacion, se
determind la concentracion de OMVs de cada muestra por el método de Purpald y se
extrajo el RNA total de una cantidad de OMVs correspondiente a 80 pg de LPS,
empleando el kit comercial miRNeasy Kit (Qiagen). La cantidad de RNA obtenida de cada
muestra fue determinada mediante fluorimetria Qubit RNA Assay Kit (Life Technologies)
y RT-PCR. Cambios en los perfiles electroforéticos fueron estudiados mediante chips de
pico-RNA 6000 Agilent Bioanalyzer. El experimento fue realizado tres veces, con dos
replicas técnicas en cada experimento y para comprobar si habia diferencias estadisticas

se realizo un ensayo de t-Student (p-valor < 0,05).

15. SECUENCIACION MASSIVA DE sRNA PROCEDENTE DE OMVs Y
CELULAS DE P. aeruginosa PAO1 (RNA-SEQ)

15.1 PREPARACION DE LAS LIBRERIAS

Las librerias de SRNAs fueron preparadas con el kit NEBNext® Small RNA Library Prep
Set for lllumina® (New England Biolabs, NEB), que permiten realizar la secuenciacion
de sRNAs a partir de cantidades comprendidas entre los 100 ng y 1 pg de RNA total, sin
la necesidad de eliminar el RNA ribosémico. Para la preparacion de la libreria de RNA
bacteriano se partio de 1 pg de RNA tratado con DNasa TURBO DNA-free™, a
continuacion, las librerias fueron preparadas y los fragmentos menores fueron separados
y seleccionados mediante su purificacion a partir de gel de poliacrilamida y

posteriormente secuenciados.

Las librerias de RNA de OMVs se prepararon utilizando el volumen total de elucion de
la extraccion del RNA realizada a partir de 70 pg de LPS (30 pL). Debido a que la
concentracion de RNA en OMVs es muy baja, la muestra se concentrd hasta un volumen
de 5 puL con SpeedVac vacuum concentrators (Thermo Fisher), ya que el volumen que se
requiere para la preparacion de la libreria esta comprendido entre 1-6 pL.. Como la mayor
parte del RNA no se corresponde con TRNA y la concentraciéon de RNA de la muestra es
muy baja, se decidio no realizar el paso de purificacion de los fragmentos <200 nt con
geles de poliacrilamida. Ademas, tampoco se traté el RNA vesicular con DNAsa, por dos

motivos. En primer lugar, los adaptadores de la libreria tan solo se unen a acidos nucleicos
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monocatenarios y en segundo lugar, las sales aiadidas durante el tratamiento con DNAsa,

al ser concentradas, interfieren en la generacion de la libreria (resultado no mostrado).

La preparacion de todas las librerias fue realizada por la unidad de genomica del Centro
de Regulacion Gendémica (CRG) y fueron secuenciadas en paired-end mediante HiSeq
2500 System (Illumina) generando fragmentos de 50 o 75 pb (2x50//2x75pb).

15.2 BIOINFORMATICA DEL PROCESO DE RNA-SEQ

Una vez las librerias fueron secuenciadas, se inicio el tratamiento bioinformatico de las
mismas. Este fue realizado por la unidad de bioinformatica del hospital Vall d’Hebron tal
como se detalla a continuacion. Como se realizd una secuenciacion tanto del extremo 3’
como del 5 del transcrito de RNA, en primer lugar, se procedioé a la unién de ambos
extremos mediante el programa, FastQ Joiner v2.0.1. disponible en el servidor de Galaxy

(https://usegalaxy.org). Seguidamente se procedi6 a realizar los controles de calidad de

los ficheros con el programa FastQC v0.69 y se eliminaron los adaptadores con el
programa Trimmomatik v0.36.3. A continuacion, las secuencias fueron mapeadas contra
el genoma de P. aeruginosa PAOI (Pseudomonas_aeruginosa paol. ASM676v1.37)
mediante el uso del Bowtie v1.1.2 y por tltimo se contaron el nimero de “reads” por gen
mediante Htseg-count v0.6.1 también incorporado en el propio Galaxy. Finalmente, el
analisis de la expresion diferencial se realizé tal como describe (Love et al., 2014) con
DESeq2 v.2.11.39 para normalizar y determinar las diferencias mediante el calculo del
“fold change” entre los dos grupos de muestras (Bacteria vs OMVs). El test empleado
para determinar la significacion estadistica de las diferencias detectadas para cada
elemento fue el test de Wald (t-Wald), y estos fueron corregidos respecto al global de la
muestra mediante el test de Benjamini-Hochberg obteniendo los valores de FDR o p-valor

ajustado.

16. ESTABILIDAD DEL RNA ENCAPSULADO EN EL INTERIOR DE LAS
OMVs

Las OMVs fueron aisladas y tratadas externamente con el enzima RNAsa tal como se
describe en los apartados anteriores. De la muestra aislada de OMVs se realizaron
alicuotas de 20 puL (60 pg of LPS) y fueron diluidas con TSB 2X hasta un volumen de 40
pL. Las alicuotas fueron incubadas durante 2 h, 4 h, 6 h, y 24 h en eppendorfs de 1,5 mL
RNase/DNase-free e inmediatamente después de la finalizacion de cada tiempo, se

procedio6 al aislamiento del RNA de cada muestra. Posteriormente, se realizo la RT-qPCR
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de CrcZ, con el fin de cuantificar la posible degradacion de RNA en vesiculas. Como
control, una de las alicuotas de vesiculas aisladas (20 pL) recibid un tratamiento de lisis
y fue incubada durante 6 horas a 37°C. El experimento se realizd por triplicado y con dos

replicas técnicas para cada tiempo.

17. EVALUACION DEL PROCESO DE VESICULACION POR CITOMETRIA
DE FLUJO DE ALTA RESOLUCION EN SOBRENADANTES DE P. aeruginosa
PAO1

Con la finalidad de cuantificar el nimero de OMVs directamente de sobrenadantes
bacterianos mediante citometria de alta resolucion, se adaptd el método descrito en el
apartado 3.3 de cuantificacion de OMVs mediante citometria de flujo con algunas

modificaciones.

En primer lugar, Pseudomonas aeruginosa PAOL1 se cultivo en matraces muescados de 2
L con 500 mL de TSB irradiado, en un agitador orbital a 115 rpm y a una temperatura de
37°C. Cada 30 minutos, se cogieron alicuotas de 7,5 mL para medir: la densidad optica
(DO) a 600 nm, el numero de bacterias en cultivo mediante el método recuento en placa,

la concentracion relativa de piocianina y el numero de OMVs.

Para el recuento de OMVs directamente de los sobrenadantes de cultivo mediante
citometria de alta resolucion, 2 mL de cultivo fueron centrifugados a 15.000 g durante 10
minutos a 4°C. El sobrenadante fue filtrado por un filtro de jeringa 0,2 um, 13 mm de
diametro y membrana de PES (Puradisc ™, Millipore) y guardado en eppendorfs, a 4°C

para ser procesados el dia siguiente.

Para la cuantificacion, los sobrenadantes fueron tefiidos con el fluor6foro FM4-64 (Life
Technologies) a una concentracion final de 0,5 pg/mL e incubados durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Pasado el tiempo de incubacion, fueron analizados
inmediatamente con el citometro BD FACS Aria™ Fusion III (BD Bioscience). Las
muestras fueron diluidas con TSB filtrado por 0,2 um hasta conseguir una frecuencia de
eventos < 10.000 eventos/s empleando la velocidad de flujo menor que permite el
instrumento (Flow rate = 2). Los tiempos de adquisicién fueron de 1 minuto y se
registraron durante 30 segundos. El nimero de particulas/mL fue determinado mediante
el uso de un patrén de esferas fluorescentes con un tamafio de 100 nm (Fluorospheres,
Life technologies). El blanco del instrumento fue establecido mediante el analisis de TSB

filtrado afiadidodiendo FM4-64 y se ajusto hasta conseguir una frecuencia de eventos <
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20 eventos/s. Para calcular la tasa de vesiculacion de cada punto, el nimero de particulas
fue normalizado respecto al numero de unidades formadoras de colonias por mililitro

(ucf/mL) de cada punto.

El experimento fue repetido 5 veces, con dos replicas por experimento. Se realizé una
comparacion multiple mediante ANOVA vy el procedimiento LSD de Fisher para la
comparacion de las medias entre ellas (p-valor <0,01). Previamente, se realizo el test de
Levene confirmando que las varianzas de las medias obtenidas para cada punto eran

iguales (p-valor < 0,05).

18. EXTRACCION DE LA PIOCIANINA DE LOS SOBRENADANTES DE P.

aeruginosa PAO1

La piocianina secretada y acumulada en los sobrenadantes bacterianos fue extraida
mediante el método descrito por Essar & Eberly, 1990. Para ello, a 5 mL de sobrenadante
de P. aeruginosa PAO1 sin células se anadieron 3 mL de cloroformo y se agitd. Se
recogié la fase organica en un nuevo tubo y se afiadié 1 mL de HCI 0,2 N. La muestra se
volvid a agitar y se recogi6 la fase acuosa. La cantidad de piocianina fue medida a una
DO de 520 nm en un espectrofotometro y la concentracion fue determinada multiplicando

laDO x 17,072.

19. RECUENTO BACTERIANO POR EL. METODO DE DILUCION Y SIEMBRA
EN SUPERFICIE

La determinacion del numero de células presentes en una muestra se calculé mediante el
método de dilucion y recuento de en placa, lo cual permite determinar el nimero de
células cultivables presentes en el medio de cultivo en un momento determinado
(Harrigan & McCance, 1966). El valor se expresa como unidades formadoras de colonias

por mL (ucf/mL).

20. TRANSFERENCIA DE sRNAs MEDIANTE OMVs

20.1 PLASMIDOS Y PRIMERS UTILIZADOS

Ellistado de plasmidos y cebadores empleados durante esta parte del trabajo experimental

se recogen en las Tablas 3.6 y 3.7.
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Tabla 3.6. Lista de plasmidos y referencias.

Plasmidos

Nombre Descripcién Fuente

pKH6 Utilizado para clonar crcZ bajo el control de un (Han, Tjaden, &
promotor inducible para Arabinosa. (GmR) Lory, 2016)

pXG-10 Utilizado para clonar region promotora de amiE (286 (Urban & Vogel,
pb) y construir la fusion traduccional amiE::sf-GFP que 2007)
contiene los primeros 7 aa de la proteina. (CmR)

pBBRIMCS Vector de expresion del constructo amiE::sf-GFP. (Kovach et al.,

1995)
(CmR)
pME3859 pMEG6010 con la region promotora de 194-bp de HenA  (Pessi et al., 2001)
y la fusion traduccional hcn::lacZ con los primeros 7 aa
de la proteina (TetR)

Tabla 3.7. Lista de cebadores empleados para el clonaje de las fusiones traduccionales.

Cebadores de clonaje secuencia (5°—» 3°)

J85_CrCZO€XreV_ Pstl TTTTTTTCTGCAGAAAAACGGGGAAAACGGAGGGAGGG

N136_ crcZoexfw EcoRI ~ TTTTTTTGAATTCGCACAACAACAATAACAAGCAAC

S132 Nsil amiE fw TTTTTTATGCATGGCTGCATGCTATCTCAGGCGC
T132_amiE Nhel rev TTTTTTGCTAGCGGAAATATCGCCGTGACGCAT
7132 amie:gfp sf Clal GTTTTATCGATAGAGATTGACATCCCTATCAGTG
V132 sfGFP_Xbal rev TGATTCTAGATTATTTGTAGAGCTC

M6 _spfGFP_Pstl TTTTCTGCAGTCTGGCGAATTCATGAGCAA

N6_sfgfp Clal GTTTTATCGATCTAGATTATTTGTAGAGCTC

20.2 TECNICAS MOLECULARES

Si no se indica lo contrario, en las técnicas moleculares se emplearon los siguientes

reactivos, siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
20.2.1 Obtencion de DNA genémico y plasmidico.

Para la obtencion del DNA genomico de Pseudomonas aeruginosa, se ha utilizado el kit
comercial GeneJET Genomic DNA Purification kit (Thermo Scientific™), partiendo de

un 1 mL de cultivo de la cepa de interés crecida hasta la fase estacionaria.

Para la obtencion del DNA plasmidico, se emple6 el kit comercial GeneJET Plasmid

Miniprep Kit (Thermo Scientific™). La obtencion del DNA plasmidico fue efectuada
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partiendo de 20 mL de cultivo en fase estacionaria y empleando el doble del volumen

recomendado en la resuspension de las células, la lisis y la neutralizacion.
20.2.2 Amplificacion del DNA para su clonaje.

La amplificacion del DNA para su posterior clonacion en el plasmido, se realizo con la
mastermix MyFi™ Mix (Bioline), que estd compuesta por una DNA polimerasa de alta
fidelidad. Las condiciones de la PCR se realizaron segtin lo establecido en el protocolo y

empleando una temperatura de alineacion de los cebadores de 60°C.
20.2.3 Purificacion del DNA.

La purificacion de los fragmentos de DNA se realizo con el kit comercial illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Life Science) que permite la
purificacion de fragmentos de DNA de hasta 20 kb.

20.2.4 Digestion enzimatica del DNA.

Las digestiones enzimaticas se realizaron con los enzimas de restriccion FastDigest
(Thermo Scientific™) tal como indican los protocolos para cada enzima y empleando un
volumen de reaccion de 50 pL. Para la digestion de fragmentos de DNA procedentes de
una amplificacion por PCR se emplearon 15 L. de DNA purificado y en un volumen final
de reaccion de 50 pL. Para la digestion de DNA plasmidico se emplearon entre 1- 2 pg
de DNA. Con el fin de evitar la recircularizacion del plasmido durante la ligacion, éste
fue tratado con FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Scientific™)
durante su digestion. A continuacion, el DNA digerido fue purificado para la reaccion de
ligacion.

20.2.5 Ligacion de fragmentos de DNA.

La ligacion del DNA fue realizada empleando el T4 DNA Ligase kit (Thermo
Scientific™). En cada ligacion se afiadieron 100 ng de DNA plasmidico y el fragmento
se afladi6 a una proporcion 1:6 (plasmido:fragmento). La incubacién se realizd a 16°C

durante toda la noche.
20.2.6 Transformacion y seleccion de clones.

El objetivo de la trasformacion de las células competentes es la internalizacion de DNA
circular exogeno por la célula bacteriana. Para la preparacion de las células de

Escherichia coli DHSa para ser transformadas mediante choque térmico, éstas se
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cultivaron durante 3 horas en 50 mL de TSB hasta una DO de 0,5. A continuacion, las
células fueron centrifugadas y el pellet fue resuspendido en 25 mL de CaCl, 0,1M a 4°C.
Seguidamente, se realizaron dos lavados con CaCl, 0,1M a 4°C reduciendo el volumen a
la mitad en cada centrifugacion. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 1,5 mL de
CaCl» 0,1M y se anadi6 glicerol hasta una concentracion final del 20%. Las suspensiones
bacterianas fueron conservadas a -80°C en alicuotas de 100 pL hasta el momento de su

utilizacion.

Para la transformacion de las células por choque térmico se afiadieron 50 ng de DNA a
100 pL de células competentes, dejando incubar la mezcla durante 15 minutos en hielo.
Seguidamente se realizé el choque térmico a 42°C durante un tiempo maximo de 2
minutos. A continuacion, se afladieron 900 pL. de LB y se dejaron incubar durante 3 horas
a 37°C. Pasado este tiempo, se cultivaron las bacterias en placas con antibidticos y se
incubaron durante 24 horas. En la transformacion se emplearon minimo 3 controles. El
primero, la cepa sin DNA exdgeno. El segundo control fue afadir a las células
transformantes el plasmido linealizado sin fragmento de PCR. Por ultimo, se afiadio el

plasmido circular sin digerir.

Para la seleccion de clones se disefiaron cebadores fuera del “multicloning site” (MCS)
del plasmido. El fragmento fue amplificado mediante PCR y se valor6 la inclusion del
fragmento mediante geles de agarosa, comparando el producto de amplificacion del
constructo con el producto de amplificacion obtenido del plasmido original. Una vez los
clones fueron seleccionados, se obtuvo el plasmido tal como se describe en el apartado
20.2.1. A continuacion, el MCS del plasmido fue secuenciado mediante el servicio EZ-

seq ofrecido por Macrogen Inc.

20.2.7 Preparacion de células electrocompetentes de Pseudomonas aeruginosa y

Electroporacion.

Para la preparacion de células electrocompetentes de Pseudomonas aeruginosa PAO1 o
sus mutantes, éstas se incubaron en 20 mL de LB a 42°C durante toda la noche. Al dia
siguiente, se centrifugaron las células y se resuspendieron en una soluciéon de Glicerol al
15% / MOPS 1mM guardado a 4°C. A continuacion, se realizaron 2 lavados de las células
con el tampdn, y por ultimo, se resuspendieron a dilucion 1/10 del volumen inicial y se

guardaron en alicuotas de 100 pL a -80°C.
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Para la electroporacion, se depositaron las células electrocompetentes en cubetas de
electroporacion y fueron electroporadas mediante un tratamiento de 2,5V con el aparato
E. coli Pulser™ Transformation Apparatus (Bio-rad). A continuacion, las células se
resuspendieron en 900 pL. de LB e incubaron durante 3 horas. Pasado este tiempo las

células fueron sembradas en placas de TSA con antibidticos.
20.3. CONSTRUCCION DE LAS FUSIONES TRADUCCIONALES
20.3.1 Construccion de la fusiones traduccionales amiE::sf~-GFP.

Para la construccion de la fusion traduccional amiE::sf-GFP, la region promotora del
operén ami y la secuencia que codifica los primeros siete aminoacidos de amiE se
amplificaron con los cebadores S132 y T132, usando como DNA molde el DNA
cromosomico obtenido de Pseudomonas PAOI. El fragmento fue digerido con Nsil y

Nhel y se clond en los sitios correspondientes de pXG-10.

El plasmido pXG-10 tiene un origen de replicacion para E. coli. Por tanto, la construccion
traduccional amiE::sf-GFP se amplifico con los cebadores z132 / v132. Después de la
digestion con Clal / Xbal, el fragmento se insertd en el plasmido de expresion pBBR-
MCSI, obteniendo el plasmido pCC1. La expresion de amiE se inducié con acetamida a

una concentracion final de 40 mM.
20.3.2 Contruccion de la fusion traduccional icnA::sf-GFP.

Para la obtencion del constructo reportero se empled el plasmido previamente descrito
por Pessi y colaboradores (2001), el cual contiene la secuencia que codifica para los
primeros 9 aminoacidos de la proteina implicada en la sintesis del cianuro de hidrogeno
(HCN) y cuya expresion a nivel de mRNA esta bajo el control del promotor constitutivo
pTAC. Asi pues, para la construccion de la fusion traduccional henA::sf-GFP se amplificd
la sf-GFP a partir de pXG-10 con los cebadores M6/N6. A continuacion, el fragmento y
el plasmido PME3843 fueron digeridos con los enzimas Pstl y Clal y finalmente, se
juntaron mediante una reaccion de ligacion. El plasmido resultante se denomind pCC2

(Fig 3.2).
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Figura 3.1. Esquema de la fusion traduccional hcnA::sf-GFP.
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20.4 CLONAJE DE CrcZ BAJO EL CONTROL DEL PROMOTOR pBAD

Con el fin de sobreexpresar CrcZ en las vesiculas, se emple6 el plasmido pKH6 que
contiene un promotor inducible para arabinosa (Han et al., 2016). El control realizado por
pBAD de los genes es muy preciso y no presenta fendmenos de expresion del transcrito
sin la presencia del inductor. Para la construccion del plasmido se amplifico el gen crcZ
a partir del DNA molde de PAOI, utilizando los oligonucleotidos (17F EcoRI crcZ /
17R Pstl crcZ). Este fue insertado en el plasmido pKH6 entre las dianas de restriccion
EcoRI y Pstl, obteniendo el plasmido pCC3.

Psao +1 By Hindil
-35 10 Xbal i EcoRl Pstl iSp«l
— oSty |
5 TACCTGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTAGAGACOTCGAATTCCTGCAGAAGCTTACTAGTGGCTGTTTTG Y
T T — | rmB T12
SRNA clonining site
pKH6
6067 bp
y
&
&

Figura 3.2. Esquema del plasmido pKH6 empleado para la expresién de CrcZ (Fuente Han
etal., 2016).

20.5 ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD DE LAS FUSIONES
TRADUCCIONALES

Para comprobar la sensibilidad del constructo, la cepa de PAO1AcrcZ transformada con
los plasmidos pCC1 and pCC3 fue cultivada en tubos con 5 mL de LB e inoculados al
0,5% con un cultivo overnight. Los cultivos fueron incubados durante 1 hora en agitacion
(165 rpm) y en presencia de acetamida 40 mM para estimular la sintesis del mRNA amiE.
Pasado este tiempo se indujeron los cultivos con las concentraciones correspondientes de

L-arabinosa (0,0002% - 0,0008% - 0,0016% - 0,005 % - 0,02%). La sintesis de sf-GFP
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se monitorizé mediante la determinacion de la fluorescencia (Ex515/Em585) alas 1, 2, 4
y 6 horas en el lector de placas SYNERGY HT (BioTek Instruments, Inc.). Las lecturas

de fluorescencia fueron normalizadas a la DO (600 nm).

20.6 ESTUDIO DE LA INTERNALIZACION DE Crc¢Z EN OMVs TRAS LA
SOBREEXPRESION DE CrcZ EN LAS CELULAS DE Pseudomonas aeruginosa

Con la finalidad de estudiar si la sobreexpression de CrcZ en las células conllevaba a una
mayor secrecion del sSRNA incluido en vesiculas, se cultivo la cepa en matraces de TSB
irradiado suplementado con acetamida 40 mM. Los matraces se inocularon al 0,5% con
un preinoculo o/n de la cepa Pseudomonas aeruginosa PAO]1 transformada con el
plasmido pCC1 + pCC3. A tiempo cero, se afiadi6 una concentracion final de L-arabinosa
de 0,15% (la concentracion méaxima de induccion es del 0,15%) y se hizo un seguimiento
de la sintesis de sf-GFP mediante la determinacion de la fluorescencia y los datos fueron
normalizados respecto a la DO (600 nm). También se afiadio una réplica sin induccion

con arabinosa.

Una vez establecido el tiempo adecuado de induccion (2 horas), se procedio a aislar
OMVs de P. aeruginosa PAOI1 salvaje con el plasmido pCC3, en condiciones de
induccién y sin inducir. Para ello, se incubaron 4 matraces con 500 mL de TSB irradiado
y se inocularon al 1% con un preindculo o/n de la cepa P. aeruginosa PAO1_ pCC3. A
una DO~1, dos matraces fueron inducidos con L-arabinosa a una concentracion final de
0,15% mientras que los dos restantes fueron empleados como control. Los matraces se
cultivaron durante un maximo de 2 horas hasta una DO de 1,7 y en este punto se extrajo
una muestra de cultivo de cada matraz y se separd en dos alicuotas para la extraccion del
RNA de las bacterias. El resto del cultivo de cada matraz fue procesado siguiendo el

protocolo de aislamiento de OMVs.

Una vez las vesiculas estuvieron aisladas se trataron externamente con RNAsa y se
lavaron con agua. A continuacion, se calcul6 el LPS y se extrajo el RNA procedente de
30 pg de LPS. Posteriormente, las muestras se trataron con DNAsa y se realizd la
cuantificaciéon por RT-qPCR de CrcZ de las muestras de RNA vesicular y RNA

bacteriano.
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20.7 ESTUDIOS DE TRANSFERENCIA DE CrcZ EN OMVs
20.7.1 Determinacion de la transferencia con CrcZ en tubos.

Para la determinacion de la transferencia de CrcZ en tubos, se siguié el protocolo
empleado por Tran & Boedicker (2017) utilizado para determinar la transferencia de

plasmidos mediante OMVs.

Para la realizacion del experimento en primer lugar se obtuvieron OMVs de la cepa P.
aeruginosa PAOI1 salvaje y de P. aeruginosa PAO1 AcrcZ. Ambas cepas, fueron
transformadas previamente con el plasmido pKH6 que confiere resistencia a gentamicina,
para poder detectar la transferencia del plasmido como control de la captacion de OMVs
per parte de la cepa receptora. Las OMVs de ambas bacterias fueron obtenidas a partir de
un 1L de cultivo de TSB irradiado incubado hasta una DO de 1,7. Las OMVs una vez
aisladas, se trataron externamente con RNAsa, se calculd la proteina y se guardaron en

nevera un maximo de 3 dias.

Para la preparacion de las células receptoras, se cultivaron las cepas P. aeruginosa PAO1
salvaje y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el plasmido pCC1 (amiE::sf-
GFP) en matraces de 150 mL con 40 mL de medio suplementado con acetamida a 40 mM.
A una DO de 0,2, las células fueron repartidas en tubos de vidrio con 4 mL del cultivo. A
continuacion, a cada tubo se anadieron OMVs (12 pg de proteina = 6,6 uL) y se cultivaron
a 37°C en agitacion. A cada hora se tomaron muestras para calcular la DO y la
fluorescencia derivada de la sintesis de la GFP. El experimento fue realizado en dos
ensayos independientes, con dos réplicas para cada punto. Finalmente, pasadas 18 horas
se sembraron dos alicuotas de cada tubo de 200 pL en placas de agar con gentamicina

para detectar la presencia del plasmido pKH6 en las células receptoras.
20.7.2 Determinacion de la transferencia de OMVs en microplacas.

Se decidi6 incubar la bacteria en presencia de distintas proporciones de OMVs por célula,
concretamente de 100:1, 10:1 y de 1:1. Para determinar el nimero de OMVs en la
suspension se decidio extrapolar la concentracion de LPS a los datos obtenidos en las
cuantificaciones de OMVs explicados anteriormente en el apartado de Materiales y
Meétodos. A cada pocillo, se afiadieron 3 pl de una concentracién estimada de 10'°
OMVs/mL. En cada pocillo, se afiadieron 100 pl de una suspension de bacterias de 1 x

108 ucf/mL (107 ucf) o de 1 x 107 ucf/mL (10° ucf). Las cepas ensayadas fueron tanto P.
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aeruginosa PAO1 como P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el plasmido
pCCl. Todos los cultivos se realizaron en LB y se suplementaron con acetamida. Las
OMVs empleadas se obtuvieron de la cepa P. aeruginosa PAOI transformada con el
plasmido pKH6. Las OMVs fueron tratadas externamente con RNAsa y lavadas para

eliminar el exceso de enzima.

La disposicion de las muestras en la placa se detalla en la Figura 3.3. Las placas, una vez
preparadas se cultivaron a 37°C sin agitacion dentro del lector de placas SYNERGY HT
(Bioteck Instruments, Inc), y se monitorizo la fluorescencia y la DO de las muestras cada
hora. Como control se afiadieron OMVs lisadas mediante diferentes ciclos de congelacion
y descongelacion (-80°C y +80°C). El experimento fue realizado por duplicado con dos

producciones distintas de OMVs.

3 uL OMVs gﬁfVS ??MVS - (1_)/11/?\15 é v L control
isadas  [lisadas

1 2 3 4 5 6 |7 I8 9 |10 11 |12
A [pao110”  [i:10 1:1 1:10 [ 1:10 1:1
I B [PAO1 10° 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10
C [Acrez10” [i:10 1:1 1:10 i1 1:10 1:1
P A creZ 105 [1:100 1:10 1:100 [r:10 Jrz00  [1:10
E [pAo110" [i:10 1:1 1:10 [ 1:10 1:1
m F |[PAOI1 10° 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10
G [Acrez 107 [i:10 1:1 1:10 |1 1:10 1:1

H |AcrcZ10% [1:100 1:10 1:100  |1:10 1:100 1:10

Figura 3.3. Diagrama de la siembra de la microplaca para la determinacion de la
transferencia de CrcZ mediada por OMVs. * En estos pocillos no se afiadio acetamida para no
inducir la expresion del mRNA amie::sf-GFP y utilizarlo como control de la autofluorescencia de
la cepa con OMVs.
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20.7.3 Valoracion mediante citometria de flujo de la transferencia de CrcZ mediada

por OMVs.

La determinacion de la internalizacion de CrcZ mediada vesiculas se realizo analizando
el nimero de células fluorescentes respecto el total de células analizadas. Para ello, se
cultivé P. aeruginosa AcrcZ en TSB irradiado hasta una DO de 0,2 (10% ucf/mL) y el
cultivo fue dividido en alicuotas de 100 ul en eppendorfs. A continuacion, se anadieron
las OMVs en una proporcion 100:1 OMVs por célula. Se emplearon OMVs obtenidas
tanto de P. aeruginosa PAOI1 salvaje como de P. aeruginosa PAO1 AcrcZ, utilizando las
OMVs de esta tltima como control negativo de la transferencia. Ademas, también se
cultivo P. aeruginosa PAO1 AcrcZ sin la presencia de OMVs. La fluorescencia fue
determinada de forma puntual a las 1, 2 y 4 horas de cultivo. El experimento se realiz6
por duplicado y con dos réplicas técnicas por cada determinacion. Los resultados fueron
filtrados mediante FSC frente SSC y se analizaron un total de 25.000 eventos para cada

punto.
20.7.4 Determinacion de la transferencia con CrcZ a partir de sobrenadantes.

Para estudiar la captacion de vesiculas directamente de sobrenadantes, se cultivaron las
cepas P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el constructo
traduccional amiE::sf-GFP junto con sobrenadantes extraidos de P. aeruginosa PAO1 y

P. aeruginosa PAO1AcrcZ.

Para la preparacion de los sobrenadantes, las cepas PAO1 salvaje y PAO1AcrcZ fueron
cultivadas en TSB irradiado en matraces de 150 mL con 60 mL de medio, y al alcanzar
una DO de 1,6, los cultivos fueron centrifugados y el pellet fue descartado. A
continuacion, los sobrenadantes de ambas cepas fueron filtrados y alicuotados en

fracciones de 4 mL en tubos de vidrio.

Seguidamente estos fueron suplementados con acetamida 40 mM y fueron inoculados con
las cepas P. aeruginosa PAOI1 o P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el
constructo traduccional amiE::sf-GFP, anadiendo a cada tubo 40 uL de preindculos con
una DO de 0,1. Se dejaron incubar a 300 rpm en un agitador orbital durante 12 horas. A
los tiempos de 12, 18 y 22 horas, se tomaron 100 pL de muestra y se midio la

fluorescencia en el lector de placas SYNERGY HT (Biotek Instruments, Inc.)



MATERIALES Y METODOS

Con el fin de confirmar que el incremento en la fluorescencia de los cultivos crecidos con
los sobrenadantes obtenidos en el punto de la curva de DO 1,6 era producido por la
presencia de OMVs y no por la presencia de algiin compuesto soluble secretado por la
bacteria directamente al sobrenadante, se procedio a repetir el experimento anterior pero

afiadiendo dos controles al experimento.

El primer control fue el sobrenadante desprovisto de OMVs y el segundo las OMVs
aisladas y resuspendidas en TSB estéril. Para su preparacion, los sobrenadantes fueron
centrifugados a 40.000 g para separar las OMVs, y una vez eliminadas las OMVs se
guardaron en nevera. Las OMVs separadas fueron resuspendidas en el volumen inicial

con TSB estéril.

A continuacion, las muestras obtenidas de las cepas P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa
PAO1 AcrcZ tanto de: (1) sobrenadante, (2) sobrenadante sin OMVs, (3) OMVs
resuspendidas en TSB, fueron alicuotadas en 4 mL en tubos de vidrio y fueron inoculadas
con las cepas reporteras P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas
con el constructo traduccional amiE::sf-GFP. Las muestras fueron cultivadas en tubos en
un volumen final de 4 mL y se tomaron muestras a las 12, 18 y 22 horas. La fluorescencia
fue determinada a partir de 100 pL de muestra y ésta se normaliz6 respecto a la densidad

optica. Se realiz6 el experimento por duplicado con determinaciones por cada punto.

20.8 ENSAYO DE LA CAPTACION DE OMVs POR LA CEPA Pseudomonas
aeruginosa ARsmYARsmZ.

La internalizacion de OMVs procedente de la cepa salvaje por la cepa P. aeruginosa
PAO1 ArsmYArsmZ fue monitorizado con el constructo fluorescente hcnA::sf-GFP y la
captacion de OMVs fue analizada mediante citometria. Asi pues, un cultivo o/n de P.
aeruginosa PAO1ArsmYArsmZ fue inoculado en medio fresco de TSB irradiado y se
cultivo hasta una DO de 0,2. A continuacién se dividi6 el cultivo en alicuotas de 3 mL en
tubos de vidrio y se afiadieron OMVs en una proporcion 100:1 (OMVs/ufc). Como
control negativo de la transferencia se emplearon muestras de OMVs lisadas ya que las
vesiculas presentan cierta autofluorescencia y fueron afiadidas en la misma proporcion
100:1. También dejamos un tubo al que no se anadieron OMVs como control. Se
emplearon dos muestras de OMVs independientes aisladas a una DO de 1,6 en dos dias
distintos. Se tom6 muestra a los tiempos 0, 0,5, 1, 2, 4 horas y fueron guardadas a 4°C

hasta su analisis. Los cultivos se mantuvieron en agitacion a lo largo del experimento. El
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experimento se realizo en 4 experimentos independientes con dos réplicas técnicas cada
uno. Para la citometria el nimero de eventos fueron filtrados mediante FSC frente SSC y

un total de 25.000 eventos fueron analizados
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IV. RESULTADOS.
1. CARACTERIZACION DE UN NUEVO TIPO DE VESICULAS EN Shewanella

vesiculosa M7

1.1 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE S. vesiculosa M7" MEDIANTE TEM DE
CORTES ULTRAFINOS OBTENIDOS DESPUES DE HPF-FS

Los estudios de la primera parte de resultados se han centrado principalmente en la
bacteria Shewanella vesiculosa M77. Esta nueva bacteria gramnegativa se aisl6 a partir
de una muestra de un sedimento marino recogido en la isla Decepcion, ubicada en las
islas Shetland del Sur en la Antartida (Bozal et al. 2009). Con el fin de caracterizar la
estructura de S. vesiculosa M77 y el material extracelular que produce, se realizd un
estudio mediante TEM de cortes ultrafinos. Para ello, se cultivo la bacteria en TSA a 15°C
durante 5 dias y las muestras fueron crioinmovilizadas por HPF, criosustituidas, incluidas
en resina EPON, seccionadas y contrastadas (ver apartado 4.1.2. de Materiales y
Me¢étodos). Las observaciones se llevaron a cabo con el microscopio electronico Tecnai

spirit a 120kV.

Tal como se ha introducido en los objetivos, en estudios iniciales mediante microscopia
electrénica se observd que las matrices extracelulares de S. vesiculosa M77T estaban
repletas de vesiculas de membrana (Frias et al., 2010). Ademas, se detect6 la presencia
de dos tipos de OMVs. En primer lugar, se observaron unas OMVs con un didmetro que
oscilaba entre los 25 - 200 nm y compuestas por una sola bicapa lipidica que presentaba
la misma estructura, didmetro y densidad electronica (contraste) que la membrana externa
de la bacteria (Fig. 4.1, A-B). Por lo tanto, se correspondian con la descripcion de las
OMVs convencionales que se originan a partir de la OM. Estas vesiculas, contenian en
su interior un material de baja densidad electronica que presentaba el mismo aspecto que
el contenido del periplasma. Ademas, la capa mas externa de la bicapa lipidica de la
OMV estaba recubierta por el mismo material fibroso que rodeaba a la bacteria,
tratandose de material capsular y confirmando su origen en la membrana externa

bacteriana.

Sorprendentemente, se visualizaron unas vesiculas que presentaban una estructura de
doble bicapa lipidica con el mismo perfil de tincion que la membrana externa (OM) y la
membrana interna (IM). Este tipo de vesiculas presentaban un diametro comprendido

entre los 100 - 250 nm y en su interior encapsulaban contenido con una alta densidad
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electronica que coincidia con el material procedente del citoplasma (Fig. 4.1, C-D-E-F).
Este tipo singular de vesicula con una doble bicapa, fue observada en diversos de los

campos analizados, aunque en mucha menor proporciéon que las OMVs convencionales

anteriormente descritas.

¥ TSR

Figura 4.1. Imagenes de TEM de cortes ultrafinos de S. vesiculosa M7 después de una
criofijacion (HPF) y criosubstitucion (FS). La cepa se cultivo en TSA a 15 °C durante 5 dias.

Membrana interna (IM), membrana externa (OM) contenido citoplasmatico (CC). Barras de 200
nm.
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En algunas ocasiones, se pudo capturar el momento justo de la formacion de una
protuberancia de membrana externa e interna, arrastrando contenido del citoplasma,
indicando el posible origen de estas OMVs dobles. Ademas, se analizaron centenares de
células de distintos cortes de la bacteria y se pudo determinar que la formacion de este
nuevo tipo de vesicula, tenia lugar en células “normales” y que no estaban en fase de
division.

1.2 DETERMINACION DE LA PROPORCION DE LAS NUEVAS VESICULAS
RESPECTO A LAS CONVENCIONALES

Para confirmar la existencia de estas insolitas OMVs y determinar la frecuencia con la
que se liberan, se realiz6é Cryo-EM de suspensiones de vesiculas preparadas con el método
de “Plunge-freezing” (PF). Para la preparacion de la muestra, se obtuvieron vesiculas a
partir de los sobrenadantes de cultivos liquidos en fase exponencial de crecimiento, con
el proposito de evitar la presencia de células lisadas que podrian originar fragmentos de
membrana recircularizados, interfiriendo en el resultado. La obtencion de las vesiculas se
llevo a cabo a partir de los sobrenadantes libres de células, mediante una centrifugacion
a alta velocidad (45.000 g) durante 2h. Estas condiciones permiten la obtencion de

aquellas vesiculas de menor tamafio (~20 nm), tal como se observa en la Figura 4.2.

Se visualizaron ambos tipos de OMVs (Fig. 4.2). Las OMVs convencionales, rodeadas
por una sola capa y con un diametro que variaba entre los 20-200 nm, estaban presentes
en mayor abundancia. Mientras que, con menor frecuencia también se visualizaron las
OMVs que englobaban en su interior material de elevada densidad electronica y que
presentaban una doble capa supuestamente lipidica de acuerdo a las observaciones
previas de TEM (Fig. 4.2, recuadro blanco). No se observaron fragmentos de membranas
celulares que indicaran lisis bacteriana. También se observaron la presencia de unas
estructuras alargadas, similar a cadenas de vesiculas, y que han sido ya descritas en otras

cepas de este género (Fig, 4.2, asterisco).

Ademas de visualizarlas, con el fin de determinar la frecuencia aproximada con que se
liberan al medio las nuevas OMVs respecto a las convencionales, se contabilizé la
proporcion de vesiculas de doble bicapa respecto a las OMVs de una sola bicapa presentes
en 100 campos a los mismos aumentos que los mostrados en la figura Fig. 4.2. Se
contabilizaron alrededor de unas 9000 vesiculas, de las cuales solo el 0,4%

correspondieron a OMVs de doble capa. Por tanto, para esta cepa la formacion de este
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nuevo tipo de OMVs ocurriria con una frecuencia aproximada de 1 de cada 10° vesiculas
secretadas al medio en las condiciones de cultivo ensayadas. Debido a que la captura de
las imagenes y el recuento de vesiculas es manual, para evitar un resultado sesgado se

tomaron aleatoriamente imagenes de distintos campos hasta llegar a un ntimero de 100.

Figura 4.2. Micrografia obtenida por Cryo-EM de una suspension vitrificada de OMVs de
S. vesiculosa M7", resuspendidas en 50 mM de HEPES a pH 6.8. Se observan una mayor
proporcion de OMVs con una sola bicapa. En la imagen se muestra una ampliacion de una OMV
convencional (recuadro negro), junto a una ampliaciéon de una nueva OMV con doble bicapa
(recuadro blanco). Defocus 12.5um. Barra de 500nm.
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1.3 ANALISIS DEL CONTENIDO DE DNA PRESENTE EN EL INTERIOR DE
LAS OMVs.

1.3.1 Cuantificacion del DNA asociado a vesiculas.

De acuerdo con las imagenes de TEM y Cryo-EM, las OMVs con doble bicapa
encapsularian en su interior material procedente del citoplasma, como DNA. Para
determinar la cantidad de DNA asociado a OMVs, se realiz6 una cuantificacion antes y
después de un tratamiento con DNAsa externo. A continuacion, las vesiculas fueron
lisadas y el contenido de DNA fue evaluado por el ensayo del Quant-iT PicoGreen
dsDNA Assay Kit ®, que permite una cuantificacion selectiva de DNA de doble cadena

por fluorimetria.

El DNA se cuantifico a partir tres muestras independientes de vesiculas aisladas a partir
de cultivos liquidos de S. vesiculosa M7 incubada durante 2 dias a 15°C. Posteriormente,
las muestras de vesiculas fueron divididas en dos alicuotas y una de ellas fue sometida a
un tratamiento externo con DNAsa durante 30 minutos. A continuacion, el enzima fue
inactivado a 80°C y ambas alicuotas fueron lisadas con Triton x-100 al 0,125%. La
concentracion de DNA fue determinada directamente de las suspensiones de vesiculas
lisadas, obteniendo unos valores de DNA de 2,1 + 0,4 ng DNA/ ug proteina para muestras
no tratadas con DNAsa y unos valores de 1,8 = 0,24 ng DNA/ug proteina para muestras
sometidas al tratamiento externo con DNAsa. Por lo tanto, el 80% del DNA era resistente
al tratamiento enzimatico, confirmando que para S. vesiculosa M7" la mayor parte del
DNA se halla encapsulado en el interior de vesiculas; y no, en el exterior, ya sea libre en

espacio extracelular o unido a la superficie externa de las vesiculas.

1.3.2 Inmunomarcaje de DNA de cortes ultrafinos de vesiculas aisladas de S.

vesiculosa M77.

Para confirmar que el DNA detectado en las OMVs después del tratamiento con DNAsa
realmente se encontraba encapsulado en su interior y ademas, evaluar si este material
genético estaba contenido en las nuevas OMVs con doble membrana, se realizé un
inmunomarcaje sobre cortes ultrafinos de OMVs de S. vesiculosa M77. Para ello,
primeramente, se aislaron las OMVs a partir de cultivos liquidos en fase exponencial y
seguidamente se realizod un tratamiento con DNAsa para eliminar DNA del medio. Las
muestras fueron procesadas por HPF-FS e inclusion en resina Lowicryl HM20 y se

realizaron cortes ultrafinos depositados sobre rejillas de cobre. A continuacion, se llevo a
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cabo el inmunomarcaje sobre los cortes ultrafinos utilizando un anticuerpo monoclonal
especifico para DNA de doble cadena (clone AC-30-10; Novus Biologicals, Littleton,

CO) y un anticuerpo secundario conjugado con oro (12 nm).

En los cortes ultrafinos de vesiculas de S. vesiculosa M7T visualizadas por TEM, se
observaron ambos tipos de vesiculas: las OMVs convencionales presentes en mayor
proporcion, formadas por una sola bicapa lipidica y encapsulando un material poco denso
a los electrones. En éstas, raramente se observo la presencia de marcaje con particulas de
oro (Fig. 4.3, A). Mientras que, en las OMVs de doble bicapa con un material de alta
densidad electrénica, se localizaba el marcaje con particulas de oro, confirmando la
presencia de DNA en el material electro-denso y reafirmando el origen citoplasmatico del
material englobado en las OMVs dobles (Fig. 4.3, B). Ademas, destacariamos, que no se
observd marcaje con oro fuera de las vesiculas, primeramente indicando que el
tratamiento externo con DNAsa previo a la fijacion era efectivo y ademas, mostrando que
al estar el DNA internalizado en vesiculas, es resistente a la presencia de enzimas

degradativos.

También, se realizaron diversos controles para garantizar que el inmunomarcaje del DNA
presente en la muestra era especifico. El primer control consistié en omitir el anticuerpo
primario con el objetivo de descartar que el anticuerpo secundario tipo IgG se uniera a
estructuras de las OMVs produciendo un marcaje inespecifico y efectivamente no se
detectd6 marca de oro en las vesiculas (Fig. 4.3, C). En segundo lugar, se realizo el
inmunomarcaje utilizando un anticuerpo IgM contra una proteina no presente en S.
vesiculosa M7" y se incub6 junto al anticuerpo secundario. Con esta finalidad, utilizamos
un anticuerpo tipo IgM contra una proteina de Plasmodium spp. y tampoco se observo
ninguna marca de oro (Fig 4.3, D). Por tltimo, realizamos un tratamiento con DNAsa de
las rejillas para digerir el DNA presente en la muestra y a continuacion se realizo el
inmunomarcaje con el anticuerpo primario anti-dsDNA y anticuerpo secundario (Fig. 4.3,
E). En este caso, se demostrd que el enzima degradaba totalmente el DNA presente y no

se detectaba marca de oro después de tratamiento.
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Figura 4.3. Imagenes de TEM de OMVs de S. vesiculosa M7" en las que se realizé
inmunomarcaje con anticuerpo primario anti dsDNA y anticuerpo secundario marcado con
nanoparticulas de oro (12nm). (A) OMVs con una sola bicapa en las que no se observa oro. (B)
OMVs de doble bicapa con marca de oro en el interior de la bicapa interna. (C) Omision del
anticuerpo primario y sélo adicion de anti-IgM (D) Control con anticuerpo inespecifico IgM
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contra una proteina de Plasmodium spp. + anti-IgM E) Tratamiento previo de las rejillas con 1
mg/ml de DNAsa y 7 mM de MgCl,, durante 7 horas e inmunomarcaje. Membrana externa (OM)
y membrana interna (IM). Barra de 200 nm.

1.4. PROTEOMICA DE VESICULAS DE MEMBRANA DE S. vesiculosa M77,

Se realizaron estudios comparativos de los perfiles proteicos de las OMVs y de la
membrana externa de S. vesiculosa M77, mediante geles SDS-PAGE 1D, tal como
realizaron Frias y colaboradores (2010) en un estudio anterior con varias cepas Antarticas.
Se pudo apreciar que las proteinas presentes en las OMVs se correspondian
principalmente con proteinas de la membrana externa, aunque ciertas fracciones proteicas

que estaban enriquecidas en las OMVs, no se encontraron presentes en la misma

proporcion en la OM o al contrario (Fig. 4.4)

Figura 4.4. Imagen de tincion negativa
de OMVs y perfiles de proteinas. (A)
Imagen obtenida mediante tincion
negativa de las OMVs de S. vesiculosa
M7 purificadas y observadas por TEM.
Podemos observar una OMVs con doble
bicapa, que posiblemente se trate de la
membrana interna (IM) y de la membrana
externa (OM) de la bacteria. Barra de 50
nm. (B) Perfiles proteicos de la
membrana externa de S.vesiculosa M7" y
de las OMVs purificadas. Los niimeros
de la derecha se corresponden con los
pesos moleculares en kDa.

Para determinar la localizacion subcelular de las principales proteinas presentes en OMVs
de S. vesiculosa M77 , se parti6 de un estudio protedmico publicado en la tesis doctoral
de Alina Frias (2012) y realizado en el mismo grupo. Para el estudio citado, se procedio
a la purificacion de las OMVs mediante gradientes de Optiprep® y posterior
ultracentrifugacion. Seguidamente se separaron las proteinas de las OM Vs mediante geles
SDS-PAGE 1-D, se cortaron las 17 bandas mayoritarias y se digirieron con tripsina. Los
péptidos se separaron mediante cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de
masas (CapLC Q-TOF). Las masas individuales de cada péptido fueron comparadas con
las bases de datos del NCBI, (NCBl/all y NCBI/Bacteria) con el motor de busqueda

MASCOT. Las proteinas fueron identificadas por similitud con proteinas descritas en
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otras especies. Para la localizacion subcelular de las proteinas identificadas se utilizo el

programa PSORTb v 3.0.2 (N. Y. Yu et al., 2010).

Se identificaron un total de 46 proteinas, de las cuales 32 se correspondian con proteinas
de la membrana externa, 2 procedian del periplasma, 3 de la membrana interna y 2
procedian citoplasma de la bacteria. Para 6 proteinas no se pudo determinar su
localizacion. Como era de esperar, la mayoria de proteinas procedian de la OM de la
bacteria y en gran parte correspondian a receptores TonB y porinas (Tabla 4.1). También
se identificaron proteinas procedentes de la membrana interna, como una citocromo C
oxidasa y un transportador de nucledsidos. Del citoplasma se identificaron las proteinas
FOF1 ATP sintetasa y la subunidad A de la Na(+)-translocating NADH-quinona
reductasa. Todas las proteinas identificadas y su localizacion subcelular se encuentran
recogidas en la Tabla 4.1.

Tabla 4.1. Proteinas identificadas en OMVs de Shewanella vesiculosa M7' con su
localizacion subcelular.

N° de
Anotacion proteina identificacion ~ Mowse Coverage Subcel. Espécie
Score (%) Local.
TonB-dependent receptor 2i[114563586  181>54 4 OM Shewanella frigidimarina NCIMB400
TonB-dependent siderophore  gi[114565192 224> 53 5 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
receptor
TonB-dependent siderophore  gi|114565001 174> 53 6 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
receptor
TonB-dependent receptor, 2i[117921820 99> 53 1 OM Shewanella sp. ANA-3
plug
TonB-dependent receptor gi[114565138 92> 53 2 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent siderophore gi|120600832 75> 53 2 OM Shewanella sp. W3-18-1
receptor
hypothetical protein gi[157374832 69> 53 1 U Shewanella sediminis HAW-EB3
Ssed_1693
TonB-dependent receptor gi[114563794 232> 54 5 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Hypothetical protein gi|114563396 169> 54 9 oM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Sfri_2225
Hypothetical protein gi[114561759 74> 54 3 18] Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Sfri_0573
Phosphate-selective porin O gi|114565185 313> 54 16 oM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
and P
TonB-dependent receptor gi[114562015  111>54 3 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
TonB-dependent receptor 2i[294142208  88>54 2 OM Shewanella violacea DSS12
Putative Zn-dependent 2i[196158828  68>54 1 8] Alteromonas macleodii “Deep
aminopeptidase ecotype”
Surface antigen (D15) gi[114562456  64>54 6 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Hypothetical protein gi|114562642  173>54 10 OM Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Sfri_1465
Proteasa DO gi[114564523  79>54 6 P Shewanella frigidimarina NCIMB 400
Porin gill57373416  63>54 8 U Shewanella sediminis HAW-EB3
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TonB-dependent siderophore
receptor

Membrane protein involved
in aromatic hydrocarbon
degradation

Type I secretion outer
membrane protein, TolC
family protein
TonB-dependent receptor

Hypothetical porin

Peptidase M28

TonB-dependent siderophore
receptor

OmpA/MotB domain-
containing protein

TonB-dependent receptor

Nucleoside transporter

Peptidase S9 prolyl
oligopeptidase P-C

Cytochrome c oxidase, cbb3-
type, subunit III CM

Porin

TonB-dependent receptor

TonB-dependent receptor

Outer membrane protein

Nucleoside-specific channel-
forming protein, Tsx

TonB-dependent
heme/hemoglobin receptor
family protein

Integral membrane protein

OmpA/MotB domain-
containing protein

TonB-dependent
heme/hemoglobin receptor
family protein
TonB-dependent receptor,

plug

Type I secretion outer
membrane protein, TolC
family protein
Na(+)-translocating NADH-
quinone reductase subunit A

Hypothetical protein

2i|126176544
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Sfri_2224
Outer membrane protein A gi|149773177  70>51 3 OM Shewanella livingstonensis
Hypothetical protein gi[114563792  222>52 19 U Shewanella frigidimarina NCIM400
Sfri_2626
FOF1 ATP synthase subunit gi[114565198  130>52 14 C Shewanella frigidimarina NCIMB400

beta

Scores individuales >n indicate identity or extensive homology (p<0.05) OM, membrane externa; IM,, membrana interna; C,
citoplasma; P, periplasma; E, extracelular; U, desconocida.

Los resultados obtenidos en este apartado demostraron la existencia de un nuevo tipo de
vesiculas de membrana en S. vesiculosa M77T que permite la secrecion de contenido del
citoplasma, como DNA, mediante la protuberancia de membrana externa e interna,
generando unas vesiculas con una doble bicapa lipidica, que denominamos debido a su
origen, vesiculas de membrana externa e interna ( “outer inner membrane vesicle”, O-

IMVs).

2. DETECCION Y CARACTERIZACION DEL NUEVO TIPO DE VESICULAS
EN BACTERIAS GRAMNEGATIVAS PATOGENAS

Con el fin de determinar si este nuevo tipo de vesiculas es exclusivo de una bacteria
antartica o bien, su secrecion puede ser una caracteristica comin entre bacterias
gramnegativas, se procedid a estudiar su presencia en tres bacterias patogenas:
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Neisseria gonorrhoeae y Acinetobacter baumannii
ABA41.

A partir de ahora para evitar confusiones y facilitar la lectura nos referiremos a las
vesiculas de doble bicapa y que encapsulan material citoplasmatico con el término “outer
inner membrane vesicles” (O-IMVs), mientras que las vesiculas convencionales con una
bicapa y que encapsulan material del periplasma, las denominaremos OMVs. Para

referirnos al conjunto, utilizaremos el término general de vesiculas de membrana, MVs.

2.1 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE TRES CEPAS PATOGENAS MEDIANTE
TEM DE CORTES ULTRAFINOS OBTENIDOS DESPUES DE HPF-FS.

Para detectar las nuevas O-IMVs en bacterias patogenas en las que se ha descrito
reiteradamente la presencia de material procedente del citoplasma asociado a ellas, se

procedid a realizar la caracterizacion estructural mediante TEM de cortes ultrafinos de
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las tres cepas incluidas en el estudio: Pseudomonas aeruginosa PAOI, Neisseria

gonorrhoeae y Acinetobacter baumannii AB41.

Las observaciones de TEM se realizaron a partir de cortes ultrafinos obtenidos después
de HPF-FS de las cepas crecidas en medio sélido. En las tres cepas se observd que las
matrices extracelulares estaban repletas de MVs (Fig. 4.5, 4.6, 4.7), siendo mas frecuentes
las OMVs con una sola bicapa lipidica con la misma estructura, anchura y densidad
electronica que la OM de la bacteria. De la misma manera, pero en muchas menos
ocasiones, se observo la presencia de las O-IMVs. Estas presentaban las mismas
caracteristicas morfolégicas que las O-IMVs de S. vesiculosa M77. Es decir, estaban
formadas por una doble bicapa lipidica con material de elevada densidad electronica en
su interior. Ademas, en algunos casos se pudo apreciar que el material contenido
presentaba una apariencia muy similar al contenido citoplasmatico con presencia de

ribosomas bacterianos (Fig. 4.7).
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Figura 4.5. TEM de cortes ultrafinos de N. gonorrhoeae después de HPF-FS. La cepa se
cultivo en agar chocolate a 37°C durante 48 horas en atmosfera de CO; al 5%. En ambas imagenes
se muestran O-IMVs que presentan la misma estructura de doble bicapa y con el mismo perfil de
tincion que las envueltas bacterianas. Membrana externa, OM; membrana interna, IM; contenido
del citoplasma, CC. Barras de 200 nm.
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Figura 4.6. TEM de cortes ultrafinos Pseudomonas PAO1 después de HPF-FS. La cepa se
cultivo en TSA a 37°C durante 24 horas. En ambas imagenes se muestran O-IMVs que presentan
la estructura de doble bicapa con el mismo perfil de tinciéon que las envueltas bacterianas.
Membrana externa, OM; membrana interna, IM; contenido del citoplasma, CC. Barras de 200
nm.
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Figura 4.7. TEM de cortes ultrafinos 4. baumannii AB41 después de HPF-FS. La cepa se
cultivé en TSA 24 horas a 37°C. Las O-IMVs estan sefialadas con flecha negra y claramente
contienen en su interior un material con el mismo perfil de tincion del citoplasma, con la presencia
de un fino granulado que se asemeja mucho a los ribosomas bacterianos. Contenido de
citoplasma, CC. Barras de 200 nm.

115



116

RESULTADOS

Por otra parte, en N. gonorroheae se pudo capturar el momento en el que una O-IMV se
estaba formando, confirmando una vez mas que la doble bicapa se origina a través de la
protuberancia conjunta de la membrana interna y externa (Fig. 4.8). Es importante
destacar que las O-IMVs secretadas se observaron en situaciones en que la bacteria no
estaba sometida a ninguna situacion de estrés, como podria ser la presencia de
antibidticos, substancias quelantes, anticuerpos, etc. Por lo tanto, los resultados indican
que las O-IMVs son secretadas en condiciones “naturales” y aparentemente se
desprenden de células que no presentaban dafios y cuyas envolturas celulares estan

intactas.

Figura 4.8. Imagenes de TEM donde se ilustra la formaciéon de una O-IMVs en N.
gonorrhoeae. (A) Muestra la protuberancia de la OM y de la IM, incorporando material
procedente del citoplasma. (B) La misma imagen que A con las membranas perfiladas para
resaltar la formacion de la O-IMVs. Barras de 200 nm.

2.2 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE MVs AISLADAS DE TRES CEPAS
PATOGENAS MEDIANTE TEM DESPUES DE HPF-FS.

Se analizaron las vesiculas aisladas de las tres cepas incluidas en el estudio, mediante
TEM después de HPF-FS. Para A. baumannii y Pseudomonas PAOI se obtuvieron las
vesiculas a partir de cultivos liquidos crecidos hasta el final de la exponencial, mientras
que para N. gonorrhoeae se aislaron de cultivos confluentes crecidos en agar CHOC

durante 48 horas y resuspendidas las células en solucion de PBS. Las vesiculas se aislaron
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por centrifugacion a alta velocidad y los pellets iniciales de vesiculas se lavaron con PBS

y se centrifugaron de nuevo y fueron finalmente sometidos a HPF-FS.

En todos los campos analizados se pudo apreciar una mayor cantidad de OMVs, aunque
también se observaron O-IMVs. Estas, presentaban la misma estructura de doble bicapa

lipidica y en la mayoria de casos, contenian un material de alta densidad electronica en

su interior (Fig. 4.9).
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Figura 4.9. TEM de M Vs aisladas de tres cepas patégenas. Las O-IMVs fueron observadas en
todas las cepas, presentando la estructura de doble bicapa: OM e IM. Ademas, en vesiculas de A.
baumannii se pudo observar una capa entre ambas membranas que podria corresponder al
peptidoglicano, PG. Barra de 100 nm.

2.3 ANALISIS MEDIANTE CRYO-EM DE SUSPENSIONES BACTERIANAS DE
TRES CEPAS PATOGENAS.

Para confirmar la existencia de las nuevas O-IMVs en las tres cepas patogénas analizadas,
se decidi6 visualizar directamente las suspensiones bacterianas mediante Cryo-EM con
el fin de obtener detalles de la estructura de las bacterias y sus MVs asociadas, en un
estado lo mas cercano al natural posible. Las suspensiones de células bacterianas se

obtuvieron a partir de cultivos de Pseudomonas PAO1 y A. baumannii en la fase de
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crecimiento exponencial, y de cultivos solidos confluentes de N. gonorrhoeae. Las
suspensiones se sometieron a una centrifugacion suave para eliminar la mayoria de las
células y los sobrenadantes clarificados se centrifugaron luego a alta velocidad para
sedimentar las células restantes y sus MVs. El sedimento se resuspendié y las
suspensiones fueron crioinmovilizaron por “Plunge-frezzing” (PF) para ser observadas

directamente por Cryo-EM.

La visualizacion directa mediante Cryo-EM nos permitid apreciar las principales
caracteristicas de las envueltas de las bacterias gramnegativas (Fig. 4.10), visualizando
tanto la membrana externa como la interna y el espacio periplasmico (Fig. 4.10, cuadrados
negros). Incluso, en algunas capturas se pudo identificar la capa de peptidoglicano. Es
importante tener en cuenta que en Cryo-EM no se emplean agentes potenciadores de
contraste ni fijadores quimicos lo que, permite una visualizacion de los especimenes lo
mas proxima a su estado natural. Por otra parte, se debe tener en cuenta que debido a que
las células son visualizadas “enteras”, su grosor aproximado de 500 nm, s6lo permite una
buena resolucion de la parte mas periférica de las células y no de su interior. Al mismo
tiempo, el grosor intrinseco de las células no permite visualizar ciertos aspectos conocidos

como la estructura de bicapa de las membranas bacterianas.

Las observaciones de Cryo-EM confirmaron que las tres cepas patogenas secretaban los
dos tipos de MVs (Fig. 4.10). En el caso de las OMVs mostraron la estructura tipica de
una sola capa externa con un material de baja densidad a los electrones en su interior. Por
el contrario, las nuevas O-IMVs mostraron dos capas con el mismo perfil de contraste
que la envuelta bacteriana y encapsulando un material altamente denso a los electrones
similar al contenido citoplasmatico de la célula (Fig. 4.10, cuadrados blancos). Cabe
destacar que el grosor de las células (mas de 500 nm) dificulto el enfoque simultaneo de
las células junto a las vesiculas mas pequeiias, como es el caso de aquellas vesiculas con
un tamafio aproximado de 20 nm, las cuales apenas fueron observadas a pesar de su
abundancia. Ademas, las membranas celulares de las tres cepas tenian una apariencia lisa,
sin protuberancias que pudieran sugerir que se estaban formando vesiculas. Por tltimo,
en todas las muestras criofijadas las células presentaban una estructura bien conservada
y no se observaron restos celulares, signos de estrés o desintegracion celular, descartando

el origen de las O-IMVs como deshechos celulares.

Otra ventaja de criofijar bacterias mediante PF y posteriormente visualizarlas por Cryo-

EM, es que se puede observar la célula entera sin la necesidad de efectuar cortes
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ultrafinos, descartando que la presencia de las O-IMVs en los cortes ultrafinos sea debido
a un artefacto generado por la propia técnica. Por lo tanto, se puede confirmar que las
bacterias patdgenas estudiadas secretan O-IMVs sin la presencia de ningun agente que

altere la estabilidad de las membranas.



120

RESULTADOS

Figura 4.10. Imaigenes de Cryo-EM de suspensiones bacterianas fijadas por “Plunge-
frezzing” y sus MVs. (A,B) N. gonorrhoeae, (C,D) Pseudomonas PAO1, and (E,F) A. baumannii.
En las imagenes (A,B,C,D) se puede observar la estructura tipica de las envueltas bacterianas de
bacterias gramnegativas (los recuadros negros muestran una ampliacion). En todas las imagenes
se pueden observar las nuevas O-IMVs, junto con OMVs (flecha negra). Las O-IMVs estan
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resaltadas por un recuadro blanco en las que se ofrece una ampliacion. (B) O-IMVs sefaladas con
una flecha blanca. Membrana externa, OM; membrana interna, IM; peptidoglicano, PG. Barras
de 500 nm (A,B,D,E,F) y (C) 250 nm.

2.4 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE MVs AISLADAS MEDIANTE CRYO-EM Y
DETERMINACION DE LA PROPORCION DE O-IMVs

Con el fin de determinar la proporcion en que las O-IMVs son secretadas en cada cepa
estudiada, y al mismo tiempo obtener unas medidas precisas sobre los diametros de cada
tipo de vesicula, se analizaron mediante Cryo-EM muestras de suspensiones de MVs
preparadas por PF. Se emplearon para cada bacteria aquellas condiciones optimas de
crecimiento con el fin de evitar la presencia de fragmentos recircularizados procedentes
de la lisis celular. Concretamente, para N. gonorrhoeae se obtuvieron de cultivos sélidos,
mientras que en Pseudomonas PAO1 y A. baumannii AB41 se aislaron a partir de cultivos

liquidos en fase exponencial de crecimiento, tal y como se ha indicado anteriormente.

Las O-IMVs también fueron visualizadas por Cryo-EM en los concentrados de vesiculas
de las tres cepas, aunque su presencia era muy escasa en comparacion con las OMVs, que
eran mucho mas abundantes en todos los campos analizados. Para cada bacteria, se
contaron manualmente cerca de 7000 vesiculas presentes en 100 campos visualizados en
dos muestras independientes, y se determind el porcentaje de O-IM Vs respecto al total de
MVs. Los resultados fueron que para Pseudomonas PAO1 el porcentaje de O-IMVs era
del 0,54% + 0,058, para A. baumannii AB41 era del 0,23% = 0,056 y en N. gonorrhoeae
era 1,2% + 0,07. Es necesario indicar que a pesar de que la proporcion de O-IMVs fue
mucho mayor en N. gonorrhoeae respecto las otras dos cepas, no se puede concluir que
ésta cepa produzca mas O-IMVs, debido a que se aislaron a partir de cultivos sélidos y

por lo tanto, no es posible su comparacion.
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A

Pseudomonas PAO1  A. baumannii AB41

Figura 4.11. Cuantificacion de la proporcion O-IMVs en suspensiones de MVs vitrificadas
y visualizadas mediante Cryo-EM. (A) Vista general de uno de los campos analizados de A.
baumannii en los que se puede observar la presencia mayoritaria de OMVs de tamafios muy
distintos, siendo mas abundantes las vesiculas de menor tamafio. Ademas, se observa una O-
IMVs, con una doble membrana (flecha blanca). (B) Imagenes de Cryo-EM de las suspensiones
de vesiculas para cada bacteria, donde se observan tanto OMVs como O-IMVs (flecha blanca).
En A. baumannii se puede observar la presencia del peptidoglicano. En todas las bacterias las
OMYVs eran mucho mas abundantes que las O-IMVs. Barra de 500 nm (A) y 200 nm (B).
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Tabla 4.2. Medias y rango de los diametros de OMVs y O-IMVs para cada cepa analizada.
Expresado en nm.

Cepa oMV O-IMV

media £ SD Rango Media+SD Rango
N. gonorrhoeae 5719 25-140 85426 40 -170
Pseudomonas PAO1 85 +28 30-165 135+34 55145
A. baumannii AB41 44 + 32 15-320 109+52 65 -260

También calculamos los diametros de ambos tipos de vesiculas (Tabla 4.2). El rango de
tamaflo mas frecuentemente observado en las OMVs fue de 40-60 nm para N.
gonorrhoeae, 20—40 nm para A. baumannii y 50-100 nm para Pseudomonas PAOI,
mientras que el rango de tamafio medio de las O-IM Vs estaba comprendido entre 60—100
nm para N. gonorrhoeae, 100-140 nm para Pseudomonas PAO1 y 125-160 nm para A.
baumannii. En los campos analizados no se apreciaron fragmentos de membrana

recircularizados en las muestras.

2.5 CONTENIDO DE DNA ASOCIADO A LAS MVs DE TRES CEPAS
BACTERIANAS PATOGENAS

El DNA fue cuantificado a partir de tres muestras independientes de MVs mediante el kit
comercial “Quant-i7™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit”. Antes de la cuantificacion de
DNA, las muestras de vesiculas fueron separadas en dos alicuotas. Una de ellas recibi6
un tratamiento externo con DNAsa y posteriormente ambas fueron lisadas con Triton X-
100 al 0,125%, de la misma manera a lo previamente descrito para S. vesiculosa M7". El
contenido de DNA incluido en las MVs de las tres cepas se muestra en la Tabla 4.3. Como

cabia esperar la mayor parte del DNA se encontraba en el interior de las MVs.
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Tabla 4.3. Cuantificacion de DNA y ATP en las MVs de las tres cepas patégenas estudias.
(a) Los resultados de DNA se expresan en ng DNA / pg proteina (n=3,2) .(b) Para el ATP los
resultados se expresan como nmol/g proteina (n=2).

Cepa DNA:= | ATP®
0,
+DNAsa —DNAsa . " DNA
mternalizado
N. gonorrhoeae 1.11 +£0.26 1.87 £0.42 59 0.57+0.27
Pseudomonas PAO1 0.13£0.04 0.20+£0.06 65 0.09+0.01
A. baumannii AB41 1.54+0.30 2.64+1.23 62 2.61+1.07

A continuacion, para confirmar que el DNA detectado en las vesiculas se encontraba en
el interior de las O-IMVs se realizé un inmunomarcaje sobre cortes ultrafinos de MVs.
Decidimos emplear para dicho estudio las MVs procedentes de N. gonorrhoeae debido a
que esta cepa presenta una mayor proporcion de O-IMVs en las condiciones ensayadas.
Para ello, se aislaron vesiculas a partir de cultivos confluentes en agar chocolate
incubados durante 48 horas. Las vesiculas fueron tratadas externamente con DNAsa y
posteriormente criofijadas, criosubstituidas e incluidas en la resina Lowicryl HM20. Los
cortes ultrafinos fueron depositados en una rejilla de cobre y tratados con 100 pg/ml de
proteinasa K durante 15 minutos a 37°C para exponer el DNA. Para el inmunomarcaje
sobre cortes ultrafinos se utilizé un anticuerpo monoclonal especifico para DNA de doble
cadena y un anticuerpo secundario conjugado con oro (12 nm), tal como se utilizd para

S. vesiculosa M 7T (Fig. 4.12, A-B-C-D).

En los cortes visualizados mediante TEM se pudieron observar ambos tipos de vesiculas,
aunque la marca de oro mayormente fue localizada en el interior de las O-IMVs,
confirmando que éstas contienen material procedente del citoplasma. Para confirmar que
el marcaje era especifico se afladieron dos controles, en el primero se omitio el anticuerpo
primario para garantizar que no hubiera marca inespecifica producida por el anticuerpo
secundario contra componentes de las vesiculas de N. gonorrhoeae (Fig. 4.12, F). En el
segundo control, se realizé un tratamiento de los cortes con DNAsa durante toda la noche

con el fin de degradar el DNA presente en las muestras (Fig. 4.12, G).
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Inmunomarcaje de DNA

Figura 4.12. Inmunomarcaje de MVs de N. gonorrhoeae. (A, B,C,D) Imagenes de TEM que
muestran O-IMVs con marca de oro localizado en la zona con elevada densidad electronica
delimitada por una bicapa lipidica, confirmando que las O-IMVs empaquetan DNA. Se utilizd
como Ac. Primario un anticuerpo monoclonal especifico para ds-DNA y un anticuerpo secundario
conjugado con oro (12 nm), Controles: (F) Imagen de TEM en la que se ha omitido el anticuerpo
primario. (G) Imagen de TEM donde la rejilla ha recibido previamente un tratamiento con DNAsa
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antes de realizar el inmunomarcaje. En ambos controles no se vislumbré marcaje con oro,
confirmando la especifidad del marcaje de DNA. Barras de 100 nm.

2.5 ESTUDIO PROTEOMICO DE MVs PURIFICADAS DE N. gonorrhoeae

Los analisis protedmicos de vesiculas purificadas de Pseudomonas PAO1 y A. baumanni
han sido publicados por otros grupos (Choi et al., 2011; Kwon et al., 2009), describiendo
la presencia de numerosas proteinas procedentes del citoplasma y membrana interna

asociadas a vesiculas.

Para identificar las proteinas presentes en las MVs de N. gonorrhoeae y determinar su
localizacion, se llevd a cabo un estudio protedmico. Con este objetivo, muestras de MVs
fueron purificadas mediante gradientes de Optiprep® para eliminar posibles
contaminantes producidos durante la lisis celular, siguiendo el procedimiento descrito en
Material y Métodos apartado 2.2. A continuacion, las proteinas fueron separadas en geles
de poliacrilamida 1D-SDS y se proceso todo el perfil de bandas de la muestra para asi

describir el mayor numero posible de proteinas (Fig. 4.13, A).

Se identificaron un total de 161 proteinas asociadas a MVs y fueron clasificadas por su
localizacion subcelular con el programa PSORTb v3.0.2 (Fig. 4.13, B). E1 18,6% del total
de proteinas detectadas procedian de la OM, y estaban involucradas en la biogénesis de
la pared celular y en el transporte de substancias. Es importante destacar, que algunas de
las proteinas identificadas en la protedmica de vesiculas de N. gonorrhoeae intervienen
en la virulencia de la cepa, como es el caso de las proteinas relacionadas con el Pilus, las
proteinas de membrana externa denominadas ‘‘Opacity-associated proteins” (Opa
proteins) o la proteina de superficie reguladora del complemento, NspA. También se

detectaron proteinas procedentes del periplasma (11,2%).

Al igual que en la mayoria de estudios protedmicos, en las MVs de N. gonorrhoeae
también se detectaron proteinas de la membrana interna (13,7%) y del citoplasma (18%),
cuyas funciones se encuentran recogidas en la Figura 4.13-C. De las proteinas mas
abundantes de la IM y con funcion conocida destacaron la proteasa encargada del
procesamiento del grupo carboxilo terminal (carboxy-terminal processing protease) y la
proteina DsbD implicada en ensamblaje del complejo del citocromo. Las proteinas mas
abundantes del citoplasma fueron la piruvato deshidrogenasa, la chaperonina de 60 kDa
y el factor de elongacion Tu, EF-Tu. De forma similar a otras protedmicas, se detectaron
varias proteinas del ribosoma, tanto de la fraccion 50S como de la 30S. Ademas, se

identificaron varias proteinas de localizacion extracelular (1,2%). Curiosamente, para un



RESULTADOS

alto porcentaje de las proteinas identificadas (37,5 %) su localizacion subcelular era
completamente desconocia o por lo contario, presentaban mas de una localizacion. En
este ultimo grupo se encuentran varios factores de virulencia como la endopeptidasa IgA
y las proteinas del “PilS cassette”. La localizacion subcelular y funcion biologica de cada
una de las proteinas identificadas en las MVs de N. gonorrhoeae se encuentra en la Tabla

Al (Anexos).

A MW MVs B
200 Membrana externa |
116 10 Periplasma |
97 |
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* [ i
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%

Figura 4.13. Contenido de proteinas asociado a MVs de N. gonorrhoeae. (A) Perfil de
proteinas de geles 1D-SDS-PAGE de MVs purificadas en las que se detallan los 10 fragmentos
cortados para su posterior digestion y analisis protedmico. (B) Localizacion subcelular de las
proteinas identificadas. (C) Clasificacion funcional de las proteinas procedentes del citoplasma y
IM caracterizadas en las MVs de N. gonorrhoeae.

2.6 DETECCION DE ATP EN MUESTRAS DE MVs DE CEPAS PATOGENAS.

El ATP es un componente del citoplasma y es la moneda de intercambio energético
universal utilizada en muchos procesos biologicos. En los ultimos afos, varios informes

han detectado la presencia de ATP extracelular en los sobrenadantes del cultivo de una
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amplia variedad de bacterias grampositivas y gramnegativas. Sin embargo, el mecanismo
por el cual se secreta al medio continua siendo desconocido (Mempin et al., 2013). Se
realizé una cuantificacion de ATP en MVs aisladas de las tres cepas patdogenas usando el
ensayo de viabilidad celular BacTiter-Glo Microbial Cell Viability Assay ®. Este ensayo
permite la cuantificacion de ATP mediante la produccion de bioluminiscencia gracias a
la presencia del enzima luciferasa y la luz emitida se correlaciona con una curva estandar
de ATP. Se detectdé ATP asociado a las MVs en las tres cepas patdogenas, y la sefial
luminiscente obtenida para todas las muestras fue de aproximadamente 10° unidades de
luz relativa (RLU). La concentracién de ATP referida a proteina se detalla en la Tabla

4.3.
2.8 SEPARACION DE LAS O-IMVs DE LAS OMVs

De acuerdo a los resultados obtenidos, las nuevas O-IMVs son secretadas por diversas
bacterias gramnegativas, en condiciones de crecimiento Optimas y sin la presencia de
ningun agente estresante. Ademas, todo parece indicar que se liberan en una proporcion
determinada. Por lo tanto, el siguiente paso para continuar su caracterizacion como nuevo
tipo de MVs en bacterias gramnegativas fue el de proceder a la separacion de las O-IMVs

de las OMVs convencionales.

Para ello, se decidié emplear la ultracentrifugacion mediante gradiente de Optiprep®
descrito por Zhang y colaboradores (2010), en el que emplea un gradiente del 5%, 10%,
20%, 40% y que corresponden a unas densidades de 0,98 - 1,058 - 1,11 - 1,215 g/mL
respectivamente. Para poder monitorizar la separacion de ambos tipos de vesiculas
utilizamos un marcador de contenido citoplasmatico extremadamente sensible, debido a
que las O-IMVs se encuentran en mucha menor proporcion que las OMVs. Por lo tanto,
decidimos emplear la técnica de PCR para detectar la presencia de DNA en vesiculas
introduciendo el plasmido PBBr MCS1 en la cepa Pseudomonas PAO1 (Kovach et al.,
1995).

En primer lugar, se introdujo el plasmido PBBr_ MCSI en la cepa Pseudomonas PAO1
mediante electroporacion y los transformantes fueron seleccionados por su resistencia al
cloranfenicol (0,4 mg/mL). La cepa transformante fue cultivada en LB a 37°C durante 12
horas y agitada a 115 rpm. Las vesiculas se aislaron a partir de un volumen de 2L de
sobrenadante y se resuspendieron en 10 mM HEPES/0,85% NaCl a un pH de 7.4.

Seguidamente, se descarto la presencia de bacterias en las muestras aisladas de vesiculas
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mediante una prueba de esterilidad y también se sometieron a un tratamiento externo con
DNAsa. A continuacion, se separé una alicuota de vesiculas y se extrajo el DNA
plasmidico con un kit comercial para confirmar su presencia en el interior de las vesiculas
mediante amplificacion por PCR. Una vez detectado el plasmido en vesiculas se procedid

a realizar la separacion de las vesiculas mediante gradientes de Optiprep®.

Para la preparacion del gradiente se partio de una solucion de trabajo del 40% de Optiprep
®. Las diferentes concentraciones de Optiprep ® se afiadieron a la suspension de MVs
aisladas en el siguiente orden: 4 mL de la solucion del 40% de Optiprep ®, 3 mL de la
20%, 1mL de 10% y 1 mL del 5% (Fig. 4.14, A). Los gradientes se centrifugaron a
100.000 g (36.000 rpm) en el rotor Ti70.1 a 4°C durante 18.00 h en una ultracentrifuga
OPTIMA™ L-90K (Beckman Coulter). Los gradientes fueron separados en fracciones, i
cada fracccid fue dializada y concentrada a través de filtros de Amicon® Ultra 10 KDa.
Los concentrados de vesiculas obtenidos fueron empleados para realizar una tincion

negativa, gel de proteinas y extraccion del DNA plasmidico.

De las diferentes fracciones analizadas la mayor parte de las vesiculas se encontraban en
la fraccion de densidad 1,11 g/mL, es decir del 20% de Optiprep ®y en la que se pudo
visualizar a simple vista una franja de color rosado intenso (Fig. 4.14, A- fotografia tubo).
También se confirmd que la mayor parte de las vesiculas se encontraba en la fraccion de
20%, mediante geles de proteinas 1D-SDS (Fig. 4.14, B). El plasmido se extrajo de las 4
fracciones y se amplifico6 mediante PCR para determinar si se encontraba en todas las
fracciones, detectando su presencia en las fracciones del 10, 20 y 40%, mientras que la

fraccion del 5% no se observo sefial de amplificacion (Fig. 4.14, C).

Para confirmar la presencia de vesiculas se realizaron tinciones negativas de las distintas
fracciones, detectando MVs en todas las fracciones. No obstante, en la fraccion del 5%
se detectd la presencia de unas estructuras esféricas que se asemejaban a vesiculas,
aunque tenian un aspecto poco usual y parecian mas bien estructuras vacias o “esqueletos”
de vesiculas. Las tinciones correspondientes a la fraccion del 20% confirmaron que ésta
contenia la mayor cantidad de MVs sin la presencia de otros elementos, mientras que en
la fraccion del 40% se detectd la presencia de unos filamentos que correspondian al

flagelo bacteriano (Fig. 4.14, D).
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Figura 4.14. Analisis de las diferentes fracciones de gradientes de Optiprep realizados en
MVs de Pseudomonas PAO1. (A) Esquema representando los diferentes gradientes de
Optiprep® empleados (5, 10, 20 y 40%) y la localizacion de las MVs después de la ultra-
centrifugacion. Ademas, se adjunta una fotografia del tubo donde se observa una franja rosacea
que se correspondié con la mayorcantidad de MVs. (B) Perfiles de proteinas de cada fraccion
tefiidas con azul de comassie. (C) Gel de agarosa en el que se analizo el amplificado del plasmido
de cada fraccion del gradiente. Todas las fracciones presentaron marcaje positivo con excepcion
de la fraccion del 5%. (D) Imagenes de TEM de tinciones negativas del concentrado de cada
fraccion. En la fraccion 5% se puede observar la presencia de estructuras que se asemejan a
vesiculas lisadas. Ademas, confirmamos que la fraccion del 20% es la que presenta una mayor
cantidad de vesiculas. En la fraccion del 40%, aunque se observan vesiculas, se visualiza
mayoritariamente flagelo bacteriano.

Este experimento consistia en separar ambos tipos de vesicula por su densidad, es decir,
por su tamafio. Es importante tener en cuenta que a pesar de que las O-IMVs presentan
un diametro ligeramente mayor que las OMVs, los rangos de tamaio de ambos tipos

suelen encontrarse solapados. Sin embargo, las OMVs si suelen ser mas pequefias (~20
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nm) respecto las O-IMVs (~50 nm). Por lo tanto, nuestro objetivo era encontrar una
fraccion en que no hubiera DNA, indicando que disponiamos de una fraccion libre de las
O-IMVs. Pero se detecto DNA en todas las fracciones de vesiculas menos en la fraccion
del 5% en la que se observaron unas estructuras vesiculares atipicas. Por lo tanto, la
estrategia de separar ambos tipos de vesiculas mediante gradientes de densidad de

Optiprep ® y ultracentrifugacion resulto fallida.
2.9 INDUCCION DE LA FORMACION DE O-IMVs CON ANTIBIOTICOS

Kadurugamuwa y Beveridge (1995) describieron para Pseudomonas aeruginosa la
formacion de un tipo mas “complejo” de vesicula de membrana que tenia lugar al exponer
un cultivo bacteriano al antibidtico gentamicina. Este tipo mas complejo de vesiculas
podria asemejarse a las O-IMVs, aunque la calidad de las imdgenes aportadas por los
autores y la escasa caracterizacion no permite confirmarlo. Ademas, un estudio realizado
en A. bamannii también muestra que tras el cultivo de la cepa con ceftazidima se

observaron unas vesiculas semejantes a las O-IMVs (Koning et al., 2013).

Con el fin de detectar un incremento en la produccion de O-IMVs, se procedio a realizar
un estudio en el que se obtuvieron MVs de P. aeruginosa PAO1 después de ser expuesta
a la presencia de dos antibioticos diferentes con distintos mecanismos de accion a nivel
de envuelta bacteriana. En primer lugar, se trabajo con el antibiotico tipo lipopéptido
ciclico denominado colestina o Polimixina E, que afecta la estabilidad de toda la envuelta
bacteriana, intercalandose en la OM bacteriana y produciendo un efecto detergente que
ocasiona un incremento de la permeabilidad de la envuelta bacteriana conduciendo a la
muerte celular. El otro antibiotico incluido en el estudio fue la ceftazidima, una
cefalosporina de tercera generacion que actlia inhibiendo la sintesis del peptidoglicano y

por lo tanto, alterando la integridad de la envuelta bacteriana y provocando la lisis celular.

Para empezar, se ajustaron las concentraciones de antibidtico a emplear durante la
induccién. Kadurugamuwa y Beveridge (1995) para inducir la formacién de MVs
utilizaron una concentracion de antibidtico 4 veces superior a la concentracion minima
inhibitéria (MIC). Sin embargo, las imagenes mostradas de la bacteria presentaban una
estructura celular muy alterada. En cambio, en el estudio realizado en A. baumanni se
emplearon unas concentraciones de antibidtico subdptimas, es decir inferiores a la MIC.
En nuestro caso, decimos emplear la MIC que para nuestra cepa de P. aeruginosa era de

4 mg/L para la colestina y 32 mg/L para ceftazidima.
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Para empezar, se procedid a analizar el efecto bactericida de las concentraciones de
antibiotico en cultivos bacterianos con una elevada densidad celular, con el fin de
descartar que las concentraciones de antibiotico utilizadas pudieran inducir una lisis
masiva, produciendo abundantes restos celulares de tipo membranoso. Para ello, se
realizaron tres cultivos bacterianos y se dejaron crecer hasta una DO de 1 y se anadieron
los antibidticos a una concentracion final equivalente a la MIC. Seguidamente, se
monitorizo el crecimiento mediante el seguimiento de la DO a 600 nm durante 4 horas,
observando que a pesar de anadir antibidticos al medio, los cultivos continuaban
creciendo exponencialmente. No obstante, la velocidad de crecimiento se vio reducida

desde la primera hora de cultivo de la cepa en presencia de antibidticos.

Por tanto, se decidio estudiar la formacion de las O-IMVs tras una incubacion con
antibioticos de 1 hora. Para el experimento, P. aeruginosa PAO1 se cultivo en 2 L de LB
utilizando matraces de 4 L hasta una DOgoo de 1. En este punto, en uno de los matraces
se afiadi6 el antibidtico mientras que el otro fue empleado como control, y se dejo incubar
durante una hora (DOgoo ~ 1,3). Seguidamente las vesiculas de ambas condiciones fueron
aisladas y se calcul6 el contenido de DNA, proteina y LPS. Ademas, se realiz6 una Cryo-

EM de las suspensiones de MVs.

Se calcularon los rendimientos del cultivo mediante el calculo de la proteina y el LPS
(Fig. 4.19). No se observaron grandes diferencias entre los valores de proteina o LPS de
los cultivos inducidos con antibidticos respecto al cultivo control. No obstante,si
seaprecio un ligero incremento en los cultivos inducidos, perdé mediante el analisis

estadistico no se pudieron apreciar diferencias significativas.
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Figura 4.19. Grafico que muestra los valores medios de proteina y LPS (ng) asociados a
MVs obtenido a partir de 1L de cultivo, obtenidos para cada antibiético con su control. No
se observan diferencias entre los cultivos inducidos con antibidticos y el control, aunque se
aprecia un ligero incremento en el nimero de MVs en los cultivos inducidos, n=2.

Para detectar un incremento en la proporcion de contenido del citoplasma en muestras de
MVs inducidas con antibioticos, se calcul6 la cantidad de DNA asociado a cada muestra
antes y después del tratamiento con DNAsa. La Tabla 4.4 recoge los valores de DNA
normalizados respecto a la cantidad de LPS para ambos antibioticos y sus controles. Se
observo un incremento de la proporcion DNA/LPS en las MVs inducidas por colestina,
tanto con o sin tratamiento de DNAsa, pasando de valores de 261,5 ng/uL a 426,1 ng/uL
en las muestras tratadas con DNAsa. Asimismo, la proporcion de DNA internalizado (%)
en la cepa control (5§9%) fue mas alta que con colestina (70%), sugiriendo una mayor
proporcion de DNA extracelular en las MVs con antibidtico posiblemente producido por

la lisis celular.

Por el contrario, las MVs de ceftazidima contenian una menor cantidad de DNA (172,2
ng/pL) que las MVs control (206,5 ng/pL) y no se observaron diferencias entre el grado
de DNA internalizado entre las MVs de ceftazidima y su control, siendo 57 y 52%

respectivamente.
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Tabla 4.4. Valores de DNA normalizados respecto a la cantidad de LPS de MVs control y
MVs producidas en presencia de antibiéticos (ng DNA/ pg de LPS).

Colestina
Control Antibidtico
Réplica DNAsa + DNAsa - % DNAsa + DNAsa - %
I 187.0 338.9 55 271.13 682.78 40
I 336.1 396.4 85 581.06 733.19 79
media 261.5 367.7 70 426.1 708.0 59
SD 105.5 40.7 21 219.1 35.7 27.96
Ceftazidima
Control Antibidtico
Réplica  DNAsa + DNAsa - % DNAsa + DNAsa - %
I 305.7 481.6 63 173.7 313.7 55
I 107.3 261.5 41 170.6 295.7 58
media 206.5 3715 52 1722 304.7 57
SD 140.3 155.7 16 22 12.7 1.64

Las MVs obtenidas en las distintas condiciones se observaron por Cryo-EM (Fig. 4.20).
A nivel estructural se observo que las vesiculas obtenidas tras la induccion con colestina
tenian las membranas onduladas, indicando que habia una alteracion de la membrana.
Mientras que las MVs obtenidas de cultivos con ceftazidima mostraban la misma

apariencia que las vesiculas control.

En ninguno de los casos se observo un incremento en la presencia de O-IMVs en las
suspensiones de vesiculas mediante Cryo-EM. Es mas, para las MVs procedentes de
cultivos inducidos con colestina no se observaron O-IMVs en ninguno de los 100 campos
analizados, a pesar de detectar un incremento del DNA. En cambio, para las MVs de
cultivos con ceftazidima si se visualizaron O-IMVs, aunque en la misma proporcion que
en la muestra control. Este experimento no permitié detectar un incremento significativo

de la vesiculacion asociado a la presencia de antibidticos
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Figura 4.20. Imagenes de Cryo-EM de MVs de P. aeruginosa PAO1 obtenidas a partir de
cultivos con antibiéticos. Barras de 500 nm.

3. ESTUDIO MICROSCOPICO DE LAS MVs OBTENIDAS DEL MUTANTE
HIPERVESICULANTE DE Escherichia coli Nissle AtolR

Se han descrito diversas mutaciones que generan fenotipos hipervesiculantes en bacterias
gramnegativas (Bernadac et al., 1998; Elhenawy et al., 2016; A. J. Kulp et al., 2015;
Mcbroom & Kuehn, 2007; Roier et al., 2016). Generalmente, estas mutaciones se
efectian en componentes estructurales de la envuelta bacteriana (LPS, proteinas
estructurales, lipidos) o bien, en elementos que se encargan de mantener la homeostasis
de la envuelta bacteriana. Una de las mutaciones mas frecuentemente empleadas para la
obtencion de fenotipos hipervesiculantes es la delecion de la proteina tolR de la envuelta
bacteriana. Esta forma parte del sistema tol-pal, un complejo proteico de transmembrana
formado por un conjunto de lipoproteinas que mantienen el PG asociado alaOM y a la
IM mediante uniones no-covalentes e interaccionan con la porina OmpA. (véase

introduccion, apartado 1.3.1).

Curiosamente, siempre se ha considerado que este incremento en la vesiculacion se

produce sin alterar la estabilidad de la membrana, ya que la mutacion no repercute ni en
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el crecimiento bacteriano ni tampoco en la supervivencia de la bacteria frente a la
presencia de agentes toxicos (antibidticos, detergentes, agentes quelantes, etc) o en
condiciones de crecimiento hostiles. El fenotipo hipervesiculante, que comporta el
incremento de MVs secretadas, normalmente se verifica mediante el calculo del aumento
en el contenido de proteina, LPS o lipidos presentes en el sobrenadante en el que ha
crecido la cepa. Sin embargo, ninguno de estos estudios ha realizado una caracterizacion
estructural comparando la cepa mutante y sus MVs, con la cepa salvaje y sus vesiculas,

para confirmar que realmente no se produce una alteracion en las mismas.

Por esta razon decidimos realizar la caracterizacion estructural de un mutante AtolR de
Escherichia coli Nissle (EcN AtolR) y la cepa salvaje (EcN) para caracterizar
estructuralmente las vesiculas del mutante AtolR mediante TEM después de HPF-FS y
Cryo-EM. Al mismo tiempo, se ha querido determinar si dicha mutacion producia un

incremento en la secrecion de las O-IMVs.

Esta fase del trabajo se realiz6 en colaboracion con el grupo “Interaccion microbiota -
epitelio intestinal” dirigido por la Dra. Baldoma y la Dra. Badia del Departamento de
Bioquimica y Fisiologia de la Facultad de Farmacia de la UB. El grupo esta centrado en
el estudio de la interaccion de MVs procedentes de cepas de Eschericha coli probidticas,
como Escherichia coli Nissle, con el huésped. Uno de los mayores inconveniente de
trabajar con cepas de E. coli es que generalmente secretan muy pocas MVs in vitro,
obteniendo unos rendimientos de recuperacion de vesiculas muy bajos a partir de los
sobrenadantes. Por esta razon, el grupo realizé un mutante EcN AtoIR para incrementar
la vesiculacion, pero antes se caracterizo estructuralmente la cepa mutante y sus MVs

respecto la cepa salvaje.
3.1 ESTUDIO DEL CRECIMIENTO DE EcN Y LA CEPA MUTANTE AzolR.

Se evalud el efecto de la mutacion AtoIR en el crecimiento bacteriano, mediante la
comparacion de las curvas de crecimiento entre la cepa salvaje EcN y la mutante EcN
AtolR. El crecimiento fue monitorizado mediante la medida de la densidad optica y el
recuento de células viables en placa (Fig. 4.15). No se observaron diferencias
significativas en el crecimiento de las dos cepas ensayadas, aunque a lo largo de la fase
exponencial ambas bacterias mostraron una tasa de division ligeramente diferente, siendo
de 23,3 minutos para la cepa mutante frente a los 19,3 de la cepa salvaje. Asi pues, EcN

AtoIR presentd un crecimiento algo mas lento en las primeras horas de cultivo, pero a
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partir de las 4 h se igualaron las DO y los recuentos de células viables fueron los mismos

a lo largo de la curva.
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Figura 4.15. Curvas de crecimiento de EcN y EcN AzolR. Las cepas se cultivaron en matraces
con LB a 37°C y 250 rpm. Las curvas fueron realizadas en dos experimentos independientes y
con dos réplicas por cada uno. (A) Curva de densidad optica y (B) curva de recuento de células
viables, expresadas en unidades formadoras de colonias por ml (ufc/ml).

3.2 VALORACION DEL INCREMENTO EN LA VESICULACION ENTRE LA
CEPA EcN Y EcN AfolR POR CUANTIFICACION DE MVs

Para cuantificar el incremento de vesiculacion de la cepa salvaje respecto a la mutante se
aislaron MVs de ambas cepas y se cuantificaron midiendo la concentracion de proteina,
LPS y lipidos. Con este objetivo se obtuvieron MVs de cada cepa a partir de 1L de LB
incubado durante 15 horas a 37°C y a 250 rpm. Las MVs sedimentadas fueron
resuspendidas en 200 pL de tampoén fosfato y seguidamente se realizd una tincion
negativa de cada muestra y fueron visualizadas mediante TEM. Se confirmé la presencia
de vesiculas en ambas suspensiones (Fig. 4.16) y se detectd una diferencia entre los
diametros de las MVs de ambas cepas. Concretamente las MVs de EcN presentaban un
didmetro comprendido entre los 20-60 nm, mientras que las vesiculas de EcN AtolR

median entre 20-150 nm.
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EcN MVs EcN tolR MVs

Figura 4.16. Imagenes representativas de TEM de tinciones negativas de la MV de EcN y
EcN AtlR. Para su visualizacion las MVs obtenidas de la cepa EcN AtolR fue diluida 1/20,
mientras que las MVs de la cepa salvaje se inspeccionaron directamente.

Seguidamente, se determino el rendimiento en la produccion de MVs mediante el calculo
de proteina y LPS, normalizando los valores respecto al volumen total del cultivo.
También se evalud el contenido de lipidos asociado a MVs mediante fluorescencia
utilizando el agente de tincion FM4-64. Los valores de fluorescencia relativa fueron
normalizados en relacién al nimero de bacterias en el cultivo. Los resultados de las

diferentes cuantificaciones se muestran en la Tabla 4.5.

Los tres métodos utilizados revelaron diferencias significativas en la secrecion de M Vs,
detectando un incremento de la vesiculacion en la cepa EcN AtoIR respecto a EcN de
32,9, 51,95 y 77,78 en proteina mediante Bradford, LPS por Purpald y lipidos por
fluorescencia relativa emitida por FM4-64, respectivamente.

Tabla 4.5. Concentraciones de proteina, LPS y lipidos de MVs de EcN y EcN AzolR. Proteina
expresada en mg/L de cultivo. LPS expresado en mmolKDO/L de cultivo. Lipidos expresados
como RFU/CFU, siendo RFU unidades relativas de fluorescencia respecto a ucf/mL del cultivo.

AMVs indica el incremento de la vesiculacion para cada cepa. Los valores mostrados son la media
de tres experimentos independientes y su SD.

EcN EcN AtolR A MVs
Proteina 0.42+0.03 13.01+1.42 32.9%+ 7.04
LPS 0.11 £0.04 520+£2.04 51.95% £ 29.72

RFU/CFU | 1.16 E-03+3.7E-04 | 8.26 E-02=+ 8.5 + E-03 77.78* £22.03

*indica niveles de vesiculacion significativamente diferentes estimado mediante una prueba de
Krustal- Wallis (p<0,05).
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3.3 ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LAS CEPAS EcN y EcN AwlR

En las cuantificaciones anteriores se pudo observar que la relacién entre las
concentraciones de proteina-LPS-lipido entre la cepa mutante y la salvaje eran claramente
distintas, sugiriendo que la composicion de las MVs procedentes de EcN AtolR era
diferente a la de las MVs de EcN. Ademas, al detectar que las MVs de EcN AtolR tenian
un didmetro mayor que las procedentes de la cepa salvaje, se considerd interesante evaluar
si la mutacion del sistema tol-pal inducia cambios en la estructura de EcN y sus MVs,

mediante TEM y Cryo-EM.

3.3.1 Estudio estructural de EcN y EcN AzlR cultivadas en medio solido mediante
TEM después de HPF-FS.

Ambas cepas fueron analizadas mediante TEM de cortes ultrafinos obtenidos después de
HPF-FS. Para la preparacion de las muestras las bacterias fueron cultivadas en TSA a
37°C durante 18 horas. Las observaciones mostraron importantes diferencias entre EcN y
EcN AtolR, en cuanto al niimero de MVs presentes en la matriz extracelular y a su

morfologia.

En los distintos campos analizados de cortes de EcN, practicamente no se visualizaron
MVs en la matriz extracelular, mientras que todas las secciones analizadas de EcN AtolR
presentaban un elevado nimero de MVs, confirmando el fenotipo hipervesiculante
(Fig.4.17, A-B). Por otra parte, la estructura bacteriana de EcN estaba completamente
preservada, con el citoplasma de las células distribuido homogéneamente y unas
membranas bien definidas. Ademas, el aspecto de las bacterias en los diferentes campos
analizados era similar. En cambio, la estructura de EcN AtoIR estaba menos preservada
y presentaba diferencias morfologicas claras con la cepa EcN. Los citoplasmas de la cepa
mutante eran menos compactos y uniformes y el espacio periplasmatico era mas ancho.
De la misma manera, se detectd la presencia de bastantes células vacias, aunque se
desconoce si pudieran ser consecuencia de la criofijacion y criosubstitucion, o bien, la

cepa ya estaba alterada antes de su preparacion para microscopia (Fig. 4.17, A-B).

A nivel de vesiculas, la morfologia de las MVs secretadas por EcN AtoIR era muy
diferente a de las MVs de EcN. En EcN se identificaron principalmente vesiculas
convencionales (OMVs) formadas por una sola bicapa y encapsulando material
procedente del periplasma (Fig. 4.17, C). En cambio, EcN AtoIR se observaban distintos

tipos de MVs con tamafios comprendidos entre los 20-200 nm. En las secciones de EcN
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AtoIR se observaron tanto las OMVs como las nuevas O-IMVs con una doble bicapa (Fig.
4.17 D, flechas negras). Ademas, se observaron vesiculas que estaban formadas por tres
membranas concéntricas (Fig. 4.17 D, flecha blanca) y también se visualizaron grupos de
2 o 3 vesiculas rodeadas por una membrana (Fig. 4.17, D, cabeza de flecha blanca). Por
otra parte, los didmetros de las MVs de AtoIR eran mas dispersos y el rango mas amplio,
confirmando los resultados obtenidos previamente en las tinciones negativas. En las
observaciones realizadas se detectd también la presencia de unas vesiculas de un tamafio
considerable (~ 400 nm) compuestas por una bicapa simple y aparentemente vacias de

contenido (Fig. 4.17, D, asterisco). Por ultimo, también se observaron en el espacio

extracelular fragmentos de membranas parcialmente recircularizadas.

Figura 4.17. TEM de secciones de EcN y EcN AzolR procesadas por HPF-FS (A) Imagen
representativa de EcN en la que se observan muy pocas MVs (flechas) en la matriz extracelular.
(B) Imagen representativa de EcN AtoIR con abundantes MVs (flechas). (C) Imagen ampliada de
EcN en la que se observa una OMV (flecha) (D) Imagen ampliada de EcN AtolIR en la que se
aprecian diferentes tipos de MVs: OMVs, (flechas negras); O-IMVs, (punta de flecha negra);
vesicula con capas concéntricas (flecha blanca); grupo de vesiculas rodeadas por una membrana
(punta de flecha blanca); membranas parcialmente recircularizadas (astericos). Barras A-B de
1000 nm y C- D de 200 nm.



RESULTADOS

3.3.2 Cryo-EM de MVs de EcN y EcN ArlR

Para caracterizar con mas destalle la estructura de las M Vs, éstas se analizaron mediante
Cryo-EM. Para ello, las MVs se obtuvieron a partir de cultivos liquidos y las suspensiones
de MVs obtenidas fueron depositadas en rejillas y criofijadas mediante PF. En las
muestras de EcN (Fig. 4.18, A), las OMVs predominaron en todos los campos observados
(Fig. 4.18, A1), pero también se detectaron ocasionalmente O-IMV (Fig. 4.18, A2). Sin
embargo, las observaciones de MVs de EcN AtolR, mostraron distintos tipos de vesiculas
que no se correspondian con los modelos descritos Fig. 4.18, B). Ademas de OMV (Fig.
4.18, B1) y O-IMV (Fig. 4.18, B2), a menudo se observaron MVs con multiples capas
(Fig. 4.18, B3), asi como pequefios grupos de MVs rodeados por una bicapa (Fig. 4.18,

B4) y fragmentos de membranas parcialmente circularizadas (Fig. 4.18, B5).

En conjunto, los estudios de microscopia electronica confirmaron que las MVs
producidas por la cepa EcN AtolR presentaban una gran heterogeneidad a nivel
estructural, no observada en las MVs de la cepa salvaje, sugiriendo que podrian tratarse

de sub-productos generados por la alteracion de la envuelta bacteriana de la cepa mutante.
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MVs EcN

MVs EcN folR::cm

Figura 4.18. Imagenes de Cryo-EM de MVs aisladas de EcN y EcN A#lR. (A) Imagen
representativa de MVs secretadas por EcN.Se pueden observar ambos tipos de MVs: OMVs (A1)
y O-IMVs (A2). (B) Imagen representativa de las MVs de EcN AtolR y ampliaciones de los
respectivos tipos vesiculares: OMVs (B1); O-IMVs (B2); MVs con multiples capas (B3); grupo
de MVs rodeadas por membrana (B4); membranas recircularizadas (BS). Imagenes
representativas de 2 producciones de MVs para ambas cepas. Barra de 500 nm.
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3.4 MEDIDA DE LA INTERNALIZACION in vitro DE MVS DE EcN Y AfolR POR
CULTIVOS EPITELIALES DE Caco-2

Recientemente se ha demostrado que las vesiculas de EcN pueden ser internalizadas por
células intestinales tipo Caco-2 (Canas et al., 2016). Para evaluar si la presencia de
distintos tipos de estructuras vesiculares en AtoIR podria influir en su internalizacion se
realiz6 el siguiente estudio. MV producidas por ambas cepas se aislaron y se tifieron con
el fluor6foro rodamina B-R18 (R-18) que actta insiriéndose en las membranas lipidicas.
Este fluoroforo presenta la caracteristica particular de que cuando se encuentra a elevadas
concentraciones su fluorescencia se encuentra apantallada o inhibida (“quenched”).
Mientras que, al contactar con membranas, ya sea por fusion o internalizacion, la
rodamina contenida en las membranas de la vesicula se libera y se intercala en la
membrana de la célula, ejerciendo un efecto de dilucion que se traduce en un incremento

en la fluorescencia emitida.

Asi pues, para la realizacion del ensayo de internalizacion, las células Caco-2 fueron
cultivadas en placas de 96 pocillos durante 18-20 dias. A partir de aqui, el medio de
cultivo fue substituido por MVs marcadas con R-18 resuspendidas en medio DMEM. En
cada pocillo se afiadi6 una cantidad de M Vs equivalente a 1pg de proteina y el incremento
de fluorescencia fue monitorizado a lo largo del tiempo. Tal como esperdbamos, se
observo un incremento de la fluorescencia en aquellos cultivos en los que se afiadieron
MVs de EcN. Sin embargo, para la misma cantidad de proteina ensayada, la intensidad
de sefial emitida fue notablemente menor en los cultivos que contenian MVs de A4tolR
(Fig 4.19, A). En células no tratadas con MVs marcadas o en aquellas muestras que
contenian s6lo MVs marcadas con R-18 sin células, no se detectaron cambios en la
fluorescencia, confirmando que el incremento en la fluorescencia detectado procedia de
su internalizacion. Posteriormente, se analizaron mediante microscopia confocal cultivos
de Caco-2 que fueron expuestos a la misma cantidad de Mvs de EcN y A4toIR tefiidas con
R-18, confirmando el menor grado de captacion de las MVs de AtolIR por parte de las

células epiteliales en comparacion con la cepa salvaje (Fig 4.19, B).
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Fig. 4.19. Estudio de la capacidad de internalizacion de las MVs obtenidas de EcN y AzolR.
(A) Estudio de la cinética de internalizacion de vesiculas de EcN tefiidas con R-18 (cuadrados
negros) respecto AtolR (cuadrados blancos) por células Caco-2. Como control de la fluorescencia
se emplearon células Caco-2 sin vesiculas (circulos) y vesiculas tefiidas (triangulos). Los valores
son la media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes. Las diferencias
estadisticas se valoraron mediante el calculo de la ANOVA seguido del test de Turkey. * p-valor
< 0,02, para células incubadas con MVs marcadas con R-18 respecto al control de vesiculas solas.
# p<0,02, células incubadas con MVs aisladas de AtoIR respecto a células incubadas con MVs
procedentes de la EcN. (B) Imagen de confocal en la que se observa el incremento de
fluorescencia porla internalizacion de MVs de EcN por células Caco-2 en comparacion con MVs
de 4tolR. Las imagenes fueron obtenidas tras una incubacion de células Caco-2 con MVs
marcadas con R-18 durante 1 hora y 3 horas a 37 °C y las MVs internalizadas se observan en rojo.
Barras de escala: 20 pm.

El experimento de internalizacion in vitro de MVs de EcN y AtolR por cultivos epiteliales
de Caco-2 fue realizado por el grupo de investigacion Dra. Baldoma y Dra. Badia, y
concretamente los resultados fueron recogidos en la Tesis Doctoral “Communicacion
microbiota-huesped: internalizacion y sefializacion intracelular de MVs de cepas
prebidticas y comensales de E. coli en células del epitelio intestinal” de la Dra. Maria

Alexandra Canas.
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4. EVALUACION DEL CONTENIDO DE RNA EN VESiCULAS DE Pseudomonas

aeruginosa PAO1

Una vez confirmada la secrecion de las O-IMVs por bacterias gramnegativas, nos
preguntamos qué otros componentes citoplasmaticos podian estar incluidos en MVs.
Decidimos centrarnos en el estudio del contenido de RNA asociado a vesiculas y mas
especificamente en el analisis de aquellos RNAs que no codifican para proteinas y que
ejercen funciones reguladoras en el organismo, denominados small RNA (sRNA) o RNAs
no codificantes (ncRNAs). Se ha observado que las vesiculas extracelulares de eucariotas
estan enriquecidas en RNAs de pequefio tamafio y que ademds pueden transferirlo a
células receptoras y modificar su expresion génica ejerciendo una regulacion intercelular

(Tkach & Théry, 2016; Waters & Storz, 2009).

El objetivo general de los siguientes apartados es confirmar la encapsulacion de RNA en

el interior de las MVs de Pseudomonas aeruginosa PAOI.

4.1 ANALISIS DEL TAMANO DE RNA ENCAPSULADO EN MVs EN
COMPARACION CON EL CELULAR EN P. aeruginosa PAOL1.

Inicialmente se decidié comparar los perfiles electroforéticos del RNA extraido de MVs
y de células de P. aeruginosa, mediante el uso de Agilent 2100 Bioanalyzer, que permite
la determinacion del tamaiio, cantidad y control de calidad de acidos nucleicos mediante

una tecnologia de chip de microfluidos.

Para ello, la bacteria se cultivd en TSB irradiado hasta una DO de 1,65 (4,5 horas), que
corresponde a la fase de crecimiento exponencial tardia. A continuacion, se separd una
alicuota del cultivo para la extraccion de RNA celular, mientras que el resto fue empleado
para el aislamiento de MVs a partir de los sobrenadantes de cultivo. Las MVs aisladas
fueron sometidas a un tratamiento con RNAsa de 10 ng/uL con el fin de degradar aquel
RNA que pudiera estar asociado al exterior de las vesiculas. Seguidamente, las MVs se
resuspendieron en agua y fueron centrifugadas para eliminar la presencia del enzima, y

evitar su interferencia en posteriores experimentos.

Para la obtencion del RNA se utilizé el kit comercial miRNeasy Mini Kit, que permite el
aislamiento de RNA total juntamente con la fraccion de RNA de tamaio inferior a 200
nucledtidos mediante una extraccion fenol-cloroformo y posterior purificacion en

columna. Una vez aislado, se compararon los perfiles electroforéticos del RNA total
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obtenido tanto de las células como de las MVs, mediante el uso del Bioanalyzer. Para la
examinar la distribucion de tamafios del RNA presente en MVs se emple6 el chip de
Agilent RNA 6000 Pico, mientras que el chip RNA 6000 nano se utilizo para la
caracterizacion del perfil de RNA celular. Cabe destacar que ambos chips difieren en su
sensibilidad a la hora de detectar RNA, ya que el chip de pico RNA permiten evaluar las
concentraciones que estan situadas en un rango de 5 - 0,05 ng/uL de RNA, mientras que
el chip de nano RNA permite evaluar un rango de 5 - 500 ng/uL Agilent RNA 6000 nano
Kit.
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Figura 4.20. Comparacion de los perfiles electroforéticos mediante Bioanalyzer. (A) Perfil
de RNA celular total analizado con el chip de RNA 6000 Nano Kit y el RNA vesicular con el RNA
6000 Pico chip. El analisis con el Bionalyzer nos permitié determinar la integridad del RNA
celular extraido, obteniendo valor de RIN de 9,6, siendo 10 el valor maximo otorgado. (B)
Analisis del RNA vesicular de menor tamafio con el chip Agilent Small RNA kit, observando un
tamafio de RNA comprendido entre los 40 y 80 nt. (*) Indica el patron de RNA y siempre
corresponde al primer pico que se observa en el electroferograma, y por el cual se calculan las
concentraciones y tamafios de RNA de las muestras.

La comparacién de ambos perfiles nos permitié visualizar claras diferencias entre los
tamafios de RNA celular y vesicular (Fig 4.20, A). El RNA celular presentaba una mayor
proporcion de RNA ribosomal, con una presencia abundante de las fracciones 23S y 16S.

En cambio, en MVs se observd un pico mayoritario situado en la zona de tamafo
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comprendido entre los 25-200 nucleotidos, mientras que los picos correspondientes a

rRNA eran mucho menores.

Los chips empleados no tienen la suficiente resolucion para determinar el tamafio exacto
de aquellos RNAs inferiores a 200 nucleétidos. Por ello, se decidié analizar el RNA
vesicular con el kit de Agilent Small RNA kit, cuyo rango de resolucion se encuentra entre
los 6 y 150 nucledtidos (Fig 4.20, B). Esta técnica permitié determinar que los fragmentos
de RNAs incluidos en vesiculas presentaban un rango comprendido entre los 40 y 80
nucledtidos. Ademas, se pudo confirmar la ausencia de RNA de tamafios cercanos a los

~20 nucleodtidos, donde suelen encontrarse los miRNA.

4.2 CUANTIFICACION DE sRNA EN MUESTRAS DE MVs

Las diferencias detectadas en la abundancia y distribucidon de tamafios de RNA entre las
células bacterianas y sus MVs, podrian indicar que hay algun tipo de enriquecimiento
selectivo de RNAs de pequeiio tamafio en el interior de las MVs. Por ello, se decidié

analizar detalladamente el contenido de RNA.

Uno de los puntos criticos a la hora de trabajar con RNA asociado a vesiculas es su
extraccion y su posterior cuantificacion, debido a que las cantidades obtenidas de RNA
en MVs suelen ser infimas en comparacion con las obtenidas a partir de las bacterias. Por
otra parte, la composicion de las membranas de las M Vs difiere de la celular y por lo tanto
podria estar afectando a la extraccion del RNA, sobre todo a la lisis de las MVs (Eldh M
et al., 2012). Por ultimo, no existe un método estandar para la cuantificacion de RNAs
dentro de MVs. Por todas estas razones, se considerd necesario realizar una valoracion de
la extraccion de RNA de MVs y una optimizacion de la cuantificacion de sRNAs

mediante una PCR a tiempo real.

4.2.1 Evaluacion de la extraccion de RNA vesicular mediante el Kit comercial

miRNAeasy de Qiagen.

Con el objetivo de valorar la idoneidad del kit comercial miRNAeasy para la obtencion
de RNA vesicular, se obtuvo una muestra de MVs aislada a partir de un cultivo en TSB
irradiado de Pseudomonas aeruginosa PAO1, crecida hasta la fase exponencial tardia. A
continuacion, se realizaron diluciones seriadas de las MVs (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 0 1/32)

en un volumen final de 50 pL. Se calculo la concentracion de proteina mediante Bradford
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y LPS por el método de Purpald para cada dilucion. Seguidamente se realizo la extraccion
de RNA siguiendo las instrucciones del fabricante y eluyendo el RNA en un volumen de
30 pL. A continuacion, se evaluo la concentracion de RNA mediante fluorimetria con el
ensayo Qubit RNA HS Assay Kit. El experimento se realizé por duplicado con dos réplicas
técnicas para cada experimento y los resultados se muestran en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Cuantificaciones de LPS, proteina y RNA para cada dilucion de MVs de P.
aeruginosa PAO1. Se muestra el promedio + desviacion estandar (SD) de dos experimentos

independientes, con dos réplicas cada uno. La flecha indica la dilucion en la que se pierde la
linealidad. No detectado, ND.

Dilucién 1/ LPS Proteina RNA
(mng/ml) (mg/ml) (ng/pL)

1 8,03 0,42 5,02 1,44 4,05+ 0,65
2 3,85 £0,17 2,32 £0,71 3.44 £ 0,68
4 2,14 £0,15 1,17 £0,35 2,42+0,20
-—) 3 0,98 +0,07 0,59 +0,13 1,96 +0,19
16 0,46 +0,03 0,28 =0,05 0,85+0,12

32 0,30 £0,01 0,17 £0,00 ND

En general se observé que una mayor cantidad de vesiculas, ya sea calculada mediante el
LPS o proteina, comportaba la obtencion de una mayor cantidad de RNA (Tabla 4.6), con
un rendimiento maximo de 4,05 ng/uL de RNA en 30 puL (120 ng de RNA por extraccion).
Los datos obtenidos fueron representados en una grafica con el fin de visualizar la
relacion entre el aporte de MVs y la cantidad de RNA extraida (Fig 4.21), observando
que en las suspensiones de MVs mas diluidas (1/8, 1/16, 1/32) la relacion RNA-LPS-
Proteina se mantenia proporcional. Es decir, a un mayor aporte de MVs comportaba una
mayor cantidad de RNA. Sin embargo, se observo que a partir de una cantidad concreta
de MVs (Fig 4.21, asterisco) se perdia la linealidad en la concentracion de RNA obtenida.
Esta observacion, podria indicar que la lisis incorrecta de las MVs podria limitar la

cantidad de RNA extraida.
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Figura 4.21. Representacion de los valores de LPS, proteina y RNA, respecto a la dilucion
de MVs. Se observa que las medidas de LPS y proteina son directamente proporcionales a la
dilucion de MVs, mientras que la concentracion de RNA pierde la linealidad a mayores
concentraciones de vesiculas. El asterisco en la grafica indica el ultimo punto en el que la
extraccion de RNA es lineal. Experimento realizado por duplicado, con dos determinaciones para
cada punto (n=2,2).

4.2.2 Cuantificacion absoluta mediante RT-qPCR de small RNAs en MVs.

Una de las técnicas mas empleadas para estudiar el RNA en vesiculas es la RT-qPCR. Es
importante tener en cuenta que esta técnica no realiza una medida directa de la
concentracion de RNA, ya que s6lo permite evaluar la expresion de ciertos transcritos.
Sin embargo, presenta una elevada sensibilidad permitiendo detectar desde 1 fg de RNA

0~ 2500 copias de un trascrito concreto en un sistema optimizado (Mateescu et al., 2017).

Una de las primeras cosas a tener en cuenta cuando se realizan determinaciones mediante
RT-qPCR de muestras de RNA de MVs, es que se desconoce la existencia de un gen cuya
expresion sea constante a lo largo del tiempo y como consecuencia, no se recomienda la
realizacion de cuantificaciones relativas mediante RT-qPCR (Zhang et al., 2010). Como
alternativa, se plantea el uso de cuantificaciones absolutas por RT-qPCR que permiten
conocer el numero exacto de copias de un transcrito mediante la extrapolacion de la
fluorescencia emitida a una curva. Se recomienda normalizar la expresion de los

transcritos de RNA a la cantidad de MVs inicial (Mateescu et al., 2017).
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4.2.2.1. Primer paso: optimizacion de la cuantificacion absoluta mediante RT-qPCR.

Inicialmente, con el objetivo de medir la expresion de sSRNAs en MVs se decidid poner a
punto la cuantificacion absoluta mediante RT-qPCR de tres sSRNA de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 (PhrS, CrcZ y RsmZ), tal como se detalla en Material y Métodos
(apartado 13.3). Detallamos brevemente los pasos seguidos para la optimizacion de la
RT-qPCR para la cuantificacion absoluta de SRNAs empleando la tecnologia de Sybr-

Green.

Inicialmente se disefaron cebadores especificos para CrcZ y PhrS, mientras que para
RsmZ se emplearon los cebadores descritos en la bibliografia (Sonnleitner & Blisi, 2014).
A continuacidn, se determinoé la concentraciéon Optima para cada pareja de cebadores
realizando un matriz de concentraciones de los mismos. Ademas, se comprobd que tan
so6lo se generaba un producto de amplificacion mediante la determinacion de la melting
curve. Seguidamente, una vez determinada las concentraciones dptimas de cada cebador
para cada gen, se procedio a realizar la determinacion de la eficiencia de la amplificacion
de la muestra y de las sondas de DNA con nuestro gen de interés (Fig 4.22). Los valores
obtenidos para considerarse correctos deberian situarse entre -3.1 y -3.6, que corresponde

una eficiencia de amplificacion entre 110% y el 90%.

La eficiencia de la curva patron para PhrS y CrcZ fue calculada a partir de la
representacion de los valores de Ct obtenidos respecto al logaritmo en base de 10 (Log10)
de las diluciones seriadas (3x10°, 3x10°, 3x10%, 3x10°, 3x10%, 3x10") de la sonda de DNA
del gen de interés. Para PhrS se obtuvo un valor de — 3,5 que equivale a una eficiencia del
92% mientras que para CrcZ fue de -3,6 y una eficiencia del 90% (Fig 4.22, A). Por otra
parte, se determind la eficiencia para la amplificacion del RNA vesicular, partiendo de
una concentracidn inicial de 4 ng/uL y realizando las diluciones 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o
1/32. Los valores Ct fueron representados respecto al Log10 de la concentracion de RNA
y se calculdé la pendiente de la curva, obteniendo un valor de -3,4 para PhrS que
equivaldria a una eficiencia de la amplificacion de 95% y para CrcZ un valor de -3,6 y

una eficiencia del 90% (Fig 4.22, B).

De la misma manera se comprob6 que los cebadores de RsmZ descritos en la bibliografia
presentaban una eficiencia dptima para nuestras condiciones, obteniendo unos valores de

-3,6, tanto para la curva patréon como para la amplificacion de las muestras.
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Figura 4.22. Optimizacion de la cuantificacion absoluta mediante RT-qPCR de sRNA de P.
aeruginosa PAO1 empleando SYBR™ Green Master Mix para PhrS. (A) Curva patréon de
PhrS realizada a partir de las diluciones seriadas (3x10°, 3x10%, 3x10%, 3x10%, 3x10%, 3x10") de la
sonda de DNA del gen de interés. (B) Curva realizada a partir de la dilucion de la muestra de
RNA vesicular partiendo de una concentracion inicial de 4 ng/pL realizando las diluciones 1/1,
1/2, 1/4, 1/8, 1/16 o 1/32. Los valores Ct fueron representados respecto al Logl0O de la
concentracion de RNA y se calculd la pendiente de la curva. Los datos fueron obtenidos de dos
experimentos independientes con dos réplicas técnicas para cada experimento (n=2,2).

4.2.2.2. Segundo paso: cuantificacion de SRNAs de diluciones de MVs.

Con la finalidad de determinar si la cantidad de RNA extraido es proporcional a la
cantidad de MVs, realizamos la RT-qPCR de las muestras de RNA extraidas de las
diluciones seriadas de MVs (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, o 1/32) realizadas en el apartado
5.2.1. Los valores de Ct obtenidos para cada dilucion fueron extrapolados a la curva

patrén para conocer el nimero de copias de cada sSRNAs asociado a MVs. A continuacion,
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los valores obtenidos fueron representados en funcion del aporte de MVs inicial,

determinado por la cantidad de LPS (Fig 4.23).

Tal como esperabamos, a mayor cantidad de MVs se detectaba mayor nimero de copias
del gen valorado. Sin embargo, una concentraciéon de MVs superior a 4 mg/ml de LPS
en un volumen de 50 pL (100 pg de LPS), no comportaba un incremento en la sefial del
RNA detectado, perdiendo asi la linealidad de la extraccion (Fig. 4.23, A). Al eliminar el
punto mas extremo, correspondiente a un mayor aporte de MVs, se reinstauraba la

proporcionalidad MVs-RNA (Fig 4.23, B).
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Figura 4.23. Optimizacion de la cuantificacién absoluta de SRNA en MVs. RT-qPCR del
RNA extraido de la serie de diluciones de MVs (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, o 1/32). Se representa el
numero de copias de PhrS cuantificada para cada dilucion de M Vs, respecto a la cantidad el LPS
correspondiente. (A) Representacion que incluye todas las diluciones de MVs realizadas. Se
puede observar que aquellas muestras de MVs que se encuentran entre un rango de 0,3 a4 mg/mL
de LPS mantienen una relacion lineal, mientras que el punto con mayor aporte de MVs no
comporta un incremento proporcional del nimero de copias (R? ~ 0.5). (B) La eliminacion del
punto mas extremo y con mayor cantidad de vesiculas (LPS) conlleva el restablecimiento de la
linealidad con una R? ~ 0.9.

4.2.2.3 Tercer paso: verificacién de la optimizacion de la cuantificacién de SRNA en MVs

mediante RT-qPCR.

Con el fin de confirmar los resultados anteriores y establecer un rango en el cual la
cuantificacion mediante RT-PCR fuera directamente proporcional a la cantidad de M Vs,
se volvio a repetir el experimento empleando esta vez una concentracion inicial de MVs
de 3,5 mg/ml en un volumen de 50 puL (175 pg de LPS). Para ello, la suspension de MVs
fue sometida a una serie de diluciones (1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 0 1/32) y para cada dilucion,
se extrajo el RNA y seguidamente se realizo la RT-qPCR. Paralelamente se determind la

concentracion de LPS y proteina de las muestras,
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Figura 4.24. Validacion del método de normalizacion de la expresion de sSRNA respecto al
contenido de LPS total en MVs. La disminucion en la cantidad de MVs comporta una
disminucion proporcional del nimero de copias con una R ~ 1. (A) Representacion del nimero
de copias de los sSRNAs PhrS y CrcZ respecto a la cantidad de LPS. (B) Representacion
individualizada de cada sSRNA donde la expresion fue normalizada respecto al promedio de los
valores de expresion de todos los puntos (n=2,2)

Como en los apartados anteriores, el nimero de copias de SRNA fue representado en
funcion de la cantidad inicial de M Vs, observando que una disminucion en la cantidad de
MYVs comportaba una disminucion proporcional del niimero de copias con una R* ~ 1 (Fig. 4.24,
A). Para descartar que la linealidad viniera dada por una diferencia en la expresion entre
puntos muy grande, todos los valores fueron normalizados respecto a un valor medio de
expresion, calculado a partir del promedio del numero de copias de todos los valores
obtenidos para cada gen (Fig 4.24, B), confirmando la relacion lineal existente entre el

RNA y MVs, en un rango de MVs comprendido entre los 0,5 y 3,5 mg/mL de LPS.

Asi pues, el resultado permitio confirmar que el método de normalizacion de la expresion
de sRNAs respecto al aporte inicial de MVs era correcto. Ademads, permitié establecer

una cantidad de M Vs a partir de la cual se perdia la linealidad (> 4 mg/mL en 50 uL). Al
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mismo tiempo, permitié establecer que cantidad minima de MVs se necesita para
cuantificar el RNA. Asimismo, se decidié que en los experimentos posteriores, los valores
de expresion de RNA en MVs serian normalizados respecto al contenido de LPS en vez
de proteina, porque a pesar de obtener el mismo resultado (dato no mostrado), la
cuantificacion de proteina se puede ver afectada por la presencia de otros componentes
presentes en los sobrenadantes de los cultivos y sedimentados junto a las MVs (flagelo,
macrocomplejos protéicos, profagos, proteinas del medio de cultivo). Sin embargo, el
LPS al ser una medida de membrana externa, es un parametro mas especifico para

cuantificar MVs.

Como conclusion de este apartado de optimizacion, se decidio aislar el RNA a partir de
una cantidad fija de MVs de 80 pg de LPS y asi facilitar la comparacion entre

experimentos.

4.3 DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE RNA EN EL INTERIOR DE LAS
MVs DE P. aeruginosa PAO1 MEDIANTE UN ENSAYO DE RESISTENCIA AL
TRATAMIENTO CON RNAsa

Con el fin de determinar si este RNA se encuentra confinado en el interior de las M Vs,
se realizé un ensayo de proteccion frente a un tratamiento externo con el enzima RNAsa
(RNAse protection assay). Se considera que si el RNA esta interiorizado en MVs y por lo

tanto rodeado por una membrana lipidica, éste debe ser resistente a la accion de la RNAsa.

Para ello, una misma muestra de MVs de P. aeruginosa PAO1 aisladas a partir de 1,5 L
de sobrenadante se dividi6 en tres alicuotas y cada una de ellas fue procesada como se
describe a continuacion. La primera alicuota recibio un tratamiento externo con RNAsa,
la segunda alicuota fue lisada con el detergente Triton X-100 a 0,125% y posteriormente
tratada con RNAsa. La tercera alicuota fue utilizada como control y por lo tanto, no
recibié tratamiento alguno. A continuacion, se extrajo el RNA de 70 pg de LPS y se
compararon los perfiles electroforéticos mediante Bioanalyzer empleando el RNA 6000
pico chip. El experimento fue realizado en tres experimentos independientes con dos

replicas técnicas para cada uno (n=3,2).

Se detect6 la presencia de RNA tanto en las M Vs tratadas externamente con RNAsa como
en su control, mientras que en aquellas vesiculas que recibieron un tratamiento de lisis y
posterior tratamiento con RNAsa no se pudo visualizar la presencia de RNA mediante el

Bioanalyzer (Fig 4.25, A). También se observaron ciertas diferencias entre las MVs
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tratadas externamente y las MVs control, ya que estas ultimas mostraban una mayor
proporcion de las fracciones 16S y 23S, junto con una mayor abundancia en RNA de
fragmentos de tamafio de 200-100 nt. Asi pues, se confirmé que el RNA se encontraba
interiorizado en las MVs y protegido de la accion de enzimas degradativos, y que ademas

las M Vs presentaban una cierta cantidad de RNA extracelular asociado.

Para cuantificar la proporcion de RNA interiorizado en MVs, se realiz6 una cuantificacion
de RNA total de las muestras anteriores mediante Quibit-HS, obteniendo unos valores de
encapsulacion del 64% + 16. Ademas, para determinar si los diferentes SRNA estaban
mayormente encapsulados en el interior, se realiz6 una cuantificacion de los tres SRNA
de P. aeruginosa PAO1 (RsmZ, CrcZ y PhrS) mediante RT-qPCR. Los resultados
obtenidos mostraron un diferente grado de encapsulacion en funcion del sSRNA (Fig 4.25,
B). CrcZ y RsmZ presentaron unos valores de encapsulacion cercanos al 60%, mientras

que para PhrS solo represento el ~25% del total detectado.
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Figura 4.25. Estudio de la encapsulaciéon del RNA en MVs de P. aeruginosa PAOL1. (A)
Perfiles electroforéticos del RNA aislado a partir de muestras de MVs: muestra control sin tratar,
muestra de MVs tratadas externamente con RNAsa y muestra de MVs lisadas y tratadas
posteriormente con RNAsa. (B) Evaluacion de la proporcion de RNA encapsulado en vesiculas,
mediante el calculo por RT-PCR del niimero de copias de 3 sSRNAs en vesiculas, antes y después
de un tratamiento externo con RNAsa. En la grafica se observa la media y SD de tres
experimentos independientes con dos réplicas cada uno. (n=3,2)
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4.4 ESTUDIO COMPARATIVO MEDIANTE SECUENCIACION MASIVA DEL
RNA AISLADO DE MVs Y CELULAS DE P. aeruginosa PAO1

La comparacion de los perfiles electroforéticos de RNA analizados mediante Bioanalyzer
revelaron una distribucion de RNA completamente distinta entre las muestras de RNA
celular y RNA contenido en MVs en P. aeruginosa PAO1, mostrando que el RNA
vesicular estaba practicamente desprovisto de RNA ribosomal en comparacion con el de
la célula (Fig 4.20). Ademas, las MVs contenian principalmente transcritos de tamafio
comprendido entre los 40-80 nt. A partir de esta observacion, se decidié realizar una
secuenciacion masiva de los SRNA (RNA-seq) para determinar la naturaleza del RNA

encapsulado y profundizar en las posibles diferencias entre la bacteria y sus MVs.

Con éste fin, se aislaron 3 muestras independientes de MVs procedentes de cultivos de
TSB crecidos hasta una DO de 1,6. Las MVs una vez aisladas, se trataron externamente
con RNAsa y se procedio a la extraccion del RNA. Para la preparacion de la libreria se
requiere una cantidad minima inicial de 100 ng en un volumen maximo de SuL. Por lo
tanto, el RNA vesicular diluido en 30 pL de agua fue concentrado hasta un volumen de 5
uL y todo el volumen fue utilizado para la preparacion de la libreria. Previo al aislamiento
de las MVs, se separaron dos alicuotas del cultivo bacteriano para la extraccion del RNA

celular y se empled 1 uL para la preparacion de la libreria.

Las muestras fueron secuenciadas por triplicado y las librerias fueron preparadas con el
kit NEBNext® Small RNA Library Prep Set for lllumina®. Estas fueron secuenciadas en
paired-end mediante el secuenciador HiSeq 2500 System (Illumina) generando
fragmentos de 50 o 75 pb (2x50//2x75pb). Se obtuvieron alrededor de 1 millén de
secuencias en cada libreria. Después de realizar el control de calidad y la eliminacion de
los adaptadores, las secuencias fueron alineadas y mapeadas contra el genoma de
Pseudomonas aeruginosa, identificando alrededor de 5000 genes. Los elementos
identificados fueron comunes para las 6 librerias, aunque estaban presentes en diferente

proporcion.

Se analizaron los biotipos en funcién de la abundancia de secuencias (Fig 4.26),
observando que las MVs mostraban una mayor presencia de rRNA (54%), mientras que
en las células era alrededor del 17%. Esta diferencia podria ser generada debido al
procesamiento de las librerias de SRNAs, ya que se realizaron de forma distinta entre el

RNA celular y vesicular. Generalmente, cuando se parte de RNA celular, al presentar una
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mayor proporcion de RNA ribosomico, se realiza un paso de purificacion de RNA mas
pequeios, descartando los fragmentos mayores procedentes del rRNA. En el caso de las
MVs, al tener tan poco RNA de partida y al estar en menor proporcion el RNA
ribosémico, se elimind este paso con el fin de garantizar que hubiera la suficiente cantidad

de RNA para secuenciar.

BIOTIPOS DE RNA EN MVs
Con RNA ribosémico Sin RNA ribosémico
3% 5%

BIOTIPOS DE RNA EN LA CELULA

Con RNA ribosémico Sin RNA ribosémico

2% 3%

B ncRNA B {RNA B rRNA = Hypothetical protein mCDS

Fig 4.26. Diagrama que muestra las distintas proporciones de los correspondientes biotipos
de RNA detectados en las librerias procedentes de muestras de vesiculas y de células.

Varios estudios realizados tanto en eucariotas como en procariotas, durante el analisis
bioinformatico excluyen explicitamente la presencia del RNA ribosomico de las muestras
(Buck et al., 2014; Turnbull et al., 2016). En este escenario, el biotipo mas abundante en

MVs fueron los tRNA (55%), seguidos por elementos que codifican para proteinas (13%)



RESULTADOS

(CDS) y por ultimo ncRNA (5%). En cambio, para las células los biotipos mayoritarios
correspondieron a 36% de CDS, 12% de tRNAs y por ultimo ncRNA (5%). Cabe destacar
que tanto en MVs como en células se detectaron un elevado nimero de secuencias que se
alineaban con regiones no caracterizadas del genoma de PAO1, concretamente un 27%
en MVs frente al 49% en células. Por otra parte, se detectaron ncRNA (sRNA) aunque en
una baja proporcion, probablemente debido al bajo nimero de SRNA conocidos hasta al

momento

También se comparo a nivel cualitativo la media del nimero de secuencias detectadas en
MVs y en células, observando que ambas muestras presentaban una distribucion distinta

de los transcritos mas abundantes (Tabla 4.7).
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A continuacion, se procedio a la normalizacion de las muestras y al calculo de la
expresion diferencial entre las muestras de MVs y de las células. Sélo se tuvieron en
cuenta aquellos genes que presentaban un ntimero de secuencias detectadas mayor a 100
y un FDR (False Discovery Rate) <0,01, identificando alrededor de 300 genes
diferencialmente expresados con un Log» Fold-Change >1,5. Este parametro representa
el incremento o disminucion en el niimero de secuencias detectadas en MVs para un
determinado gen, respecto al nimero detectado en las células. Es decir, indica la
intensidad del cambio en la expresion, a mayor Log> Fold-Change mayor es la diferencia

entre muestras,

Se identificaron un total de 68 RNAs que estaban expresados diferencialmente con un
Logy-FC > 4. Concretamente, 45 genes estaban mas expresados en MVs (Tabla 4.8, Logo-
FC verde) frente a 23 genes mas expresados en la bacteria (Tabla 4.8, Log>-FC rojo). La
mayoria de los RNAs identificados correspondian a tRNAs (Tabla 4.8). Ademas, se
observo la presencia de los SRNA RsmZ y RsmY, mientras que otros SRNA como CrcZ
y PhrS presentaron unos valores de Logy-FC menores, concretamente de 1,07 y -1,078
respectivamente (no incluidos en la Tabla 4.8). También, se confirmd la presencia de
RNAs que ya habian sido previamente identificados en muestras de MVs de P.
aeruginosa, recogidos en el estudio realizado por Turnbull y colaboradores (2016).

Tabla 4.8. Lista de RNAs identificados con un log2-FC>4 o log2-FC<-4. En verde se resaltan
aquellos RNAs que se encuentran mas expresados en MVs respecto a las células, mientras que en

rojo se resaltan aquellos RNAs mas expresados en las células. En negrita se indican los sSRNAs
que han sido identificados en la RNA-seq realizada por Turnbull et al., 2016.

1D Counts log2FC Biotipo Descripcion

—_

PA3262.1 14330,68 7,49 tRNA tRNA -Asp

2 PA3094.2 14361,02 7,48 tRNA tRNA -Asp

3 PA3094.1 14317,78 7,47 tRNA tRNA -Asp

4 PA4746.2 12048,20 7,17 tRNA tRNA -Leu

5 PA0911 2113,82 6,90 CDS Hypothetical Protein

6 PA0729.1 2017995 6,77 tRNA tRNA -Gly

7  PAI1804.1 5464,02 6,69 tRNA tRNA -Asp

8  PA0910 486,08 6,59 CDS Hypothetical Protein

9  PA2098 1629,99 6,42 CDS Probable Esterase/Deacetylase
10 PAO0348 699,08 5,58 CDS Hypothetical Protein

11 PA4596 897,27 5,54 CDS Probable Transcriptional Regulator
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12 PA2736.1 839342 5,54 tRNA tRNA -Pro

13 PA0O80OO 191,09 5,45 CDS Hypothetical Protein

14 PA2819.1 5845,50 5,45 tRNA tRNA -Gly

15 PA0807 669,37 5,45 CDS N-Acetylmuramoyl-L-Alanine ~Amidase
(ampdh3)

16 PA3933 1598,32 5,44 CDS Probable Choline Transporter

17 PA2583.1 569141 543 tRNA tRNA -Gly

18 PA2819.2 5744,16 542 tRNA tRNA -Gly

19 PA2581.1 1786,82 5,42 tRNA tRNA -Cys

20 PAO0531 219,33 5,36 CDS Probable Glutamine Amidotransferase

21 PA0909 204,62 5,31 CDS Hypothetical Protein

22 PA1592 462,04 5,27 CDS Hypothetical Protein

23 PA2132 194,29 5,12 CDS Chaperone Cupa5 (cupa5)

24 PA0905.1 234428 5,10 tRNA tRNA-Ser

25 PA3621.1 415326 4,91 ncRNA Rsmz

26 PA3866 2563,44 4,90 CDS Pyocin Protein

27 PA4905 191,90 4,84 CDS Vanillate O-Demethylase Oxidoreductase

28 PA2972 210,51 4,71 CDS Conserved Hypothetical Protein

29 PA0922.1 5060,85 4,69 tRNA tRNA -Met

30 PA4541.2 223497 4,61 tRNA tRNA -Pro

31 PA4277.3 6075,52 4,59 tRNA tRNA -Tyr

32 PA4746.1 4215,07 4,56 tRNA tRNA -Met

33 PA3139.1 22493,39 4,53 tRNA tRNA -Asn

34 PA0527.1 468521 4,51 ncRNA Rsmy

35 PA4277.2 15491,97 4,47 tRNA tRNA -Gly

36 PA3496 177,23 4,44 CDS Hypothetical Protein

37 PA0808 115,13 4,43 CDS Hypothetical Protein

38 PA4393 738,98 4,42 CDS Permease (Ampg)

39 PA0908 226,86 4,40 CDS Hypothetical Protein

40 PA0907 190,42 4,39 CDS Hypothetical Protein

41 PA2876 169,31 4,39 CDS Orotidine  5'-Phosphate  Decarboxylase
(pyrf)

42 PA0985 580,31 4,38 CDS Pyocin S5 (pyosS)

43 PA4541.3 4056,75 4,36 tRNA tRNA -Asn

44 PAI1013.1 10998,22 4,23 tRNA tRNA -Ser

45 PA4802.1 201,35 4,17 tRNA tRNA -Sec
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46
47
48
49

50
51
52
53
54

55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

PA1167
PA0935
PA3037
PA2013

PA2488
PA5383
PA2325
PA4831
PA1326

PA3316
PA0850
PAS116
PA0346
PA4610
PA1666
PA3329
PA3289
PA0242
PA5525
PA2416
PA3492
PA4118
PA1303

217,72
534,31
352,02
139,75

346,32
345,10
346,16
343,58
345,58

341,26
340,51
347,90
148,54
516,32
362,04
464,90
348,08
877,80
5292,98
5185,04
5244,56
748,36
520,27

-4,08
4,38
4,39
4,39

-4,40
4,43
-4,44
-4,50
-4,58

-4,61
-4,66
-4,67
-4,67
-4,69
-4,78
-4,90
-4,95
-5,09
-5,33
-5,37
-5,40
-5,90
-6,76

CDS
CDS
CDS
CDS

CDS
CDS
CDS
CDS
CDS

CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS
CDS

Hypothetical Protein
Conserved Hypothetical Protein
Hypothetical Protein

Putative 3-Methylglutaconyl-Coa
Hydratase (liuc)

Probable Transcriptional Regulator
Conserved Hypothetical Protein
Hypothetical Protein

Probable Transcriptional Regulator

Threonine Dehydratase C Biosynthetic
(ilva2)

Probable Permease of ABC Transporter
Hypothetical Protein

Probable Transcriptional Regulator
Hypothetical Protein

Hypothetical Protein

Hypothetical Protein

Hypothetical Protein

Hypothetical Protein

Hypothetical Protein

Probable Transcriptional Regulator
Periplasmic Trehalase Precursor (trea)
Conserved Hypothetical Protein
Hypothetical Protein

Probable Signal Peptidase
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4.4.1. Validacién de la RNA-seq.

Los resultados de la RN A-seq fueron validados mediante RT-qPCR empleando los genes
crcZ, phrSy rsmZ. Para ello, se realizaron cuantificaciones absolutas del RNA procedente
de muestras de MVs y de células obtenidas independientemente de las empleadas para la
transcriptomica. Los resultados se muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9 Validacion de los datos obtenidos en la RNA-seq mediante RT-qPCR de MVs y
de células. En la tabla se indica los valores obtenidos en la RT-qPCR para cada sSRNA en muestras
de MVs y células. Ademas, se indica la relacion que existe entre las MVs y células para cada

sRNAs (Ratio MVs/C), calculada mediante RT-PCR. También se indica el Log,-FC obtenido del
analisis estadistico de la RNA-seq.

Ratio Log2FC
Expresion sSRNA mediante RT-qPCR RT-qPCR  RNA-seq
(MVs/C)  (MVs/C)
MVs Célula(C)
(n° copias/ pg LPS) (n° copias/ ng DNA)
PhrS 496 x 10+ 577x 105 3,03 x 10% 1,65 x 10° 0,16 -1,078
CrcZ 2,25 x 10°%+ 1,L19x 10° 3,33 x 10% 1,86 x 10° 0,67 1,07
RsmZ 785x 10°%: 1,82 x10° 1,63 x 10* 1,23 x 10* 46,37 4,91

La relacion entre los tres sRNAs contenidos en MVs respecto al RNA celular fue
calculada por RT-qPCR, confirmando que el sSRNA menos “enriquecido” en vesiculas

respecto a la célula era PhrS y el que mas enriquecido RsmZ.

4.5. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE sRNAs EN MVs EN DISTINTAS ETAPAS
DEL CRECIMIENTO BACTERIANO.

En estudios de transcriptomica de P. aeruginosa se ha demostrado que las bacterias que
se encuentran en fase exponencial presentan un patron de expresion génica similar al
expresado durante el estado de vida libre, mientras que la bacteria en la fase estacionaria
presenta un patrén similar al expresado durante la fase de biofilm (Détsch et al., 2012), y
la transicion entre estos dos estados viene regulada por el QS bacteriano. En este
escenario, se propuso caracterizar el contenido de SRNAs en MVs respecto al celular a lo
largo de una curva de crecimiento de P. aeruginosa, con el fin de evaluar si las MVs
podrian estar mediando procesos de comunicacion bacteriana mediante la trasferencia de

sRNAs
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4.5.1 Caracterizacion de la vesiculacion en Pseudomonas aeruginosa PAO1 alo largo

del crecimiento bacteriano.

Normalmente, la tasa de vesiculacion es determinada por el calculo de la proteina o LPS
asociado a las MVs. Sin embargo, en los ultimos afios se ha descrito que mediante
Citometria de Alta resolucion (High-sensitive Flow Cytometry) las MVs pueden ser

directamente cuantificadas a partir de sobrenadantes de cultivo (Wieser et al., 2014).

5.5.1.1 Optimizacion de los parametros para la cuantificacion de MVs mediante
citometria de alta resolucion.

La citometria de flujo de alta resolucion emplea un marcaje fluorescente de las MVs y
éstas seran detectadas mediante la sefial emitida, independientemente de su tamaio
(Nolte-’t Hoen et al., 2012). El marcador fluorescente que se empleod para el ensayo fue
el agente FM4-64 que es un marcador que se intercala con una elevada afinidad a las

membranas lipidicas, produciendo un incremento de la emision de la fluorescencia.

En primer lugar, se decidio optimizar los parametros para la cuantificacion de MVs,
evaluando si el numero de vesiculas detectado por citometria era proporcional a los
valores de proteina y de LPS de una suspension de MVs. Para ello, la bacteria fue
incubada hasta una DOgoo de 1,6, que corresponde casi a la fase exponencial tardia de

crecimiento y las MVs fueron aisladas a partir de 1,5 L de sobrenadante.

Las MVs fueron diluidas en serie (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32) y para cada dilucion se
determinaron los valores de proteina (Bradford) y LPS (Purpald). Para el recuento de
MVs mediante citometria, las muestras fueron diluidas 1:10.000 en PBS, con el fin de
ajustar la concentracion de MVs a una frecuencia de <10.000 eventos/s. Las suspensiones
de MVs fueron tefiidas con FM4-64 a una concentracion final de 0,5 pg/mL durante 5
minutos e inmediatamente fueron procesadas en el citometro. Se determin6 el nimero de
eventos totales durante 30 segundos, aunque previamente fue necesario estabilizar el flujo
de la muestra durante 1 minuto y ajustar la velocidad de flujo del instrumento a la menor
velocidad posible (Fig4.27). Como las M Vs por tamaio se localizan en el area del “ruido”
del instrumento, fue necesario también ajustar el umbral (thereshold) para las soluciones
de PBS y también se ajusto la potencia del laser para evitar autofluorescencia de las MVs

analizando una muestra de MVs sin marcar con FM4-64 (no mostrado).
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Figura 4.27. Perfiles de muestras obtenidos mediante analisis con el citémetro BD
FACSAria™ III Cell Sorter. (A) Grafica de puntos donde se representa la intensidad de la
fluorescencia emitida (y-axis) respecto el area del Forward-scattered light (x-axis) (FSC) de las
muestras de PBS sin agente de tincion, PBS con FM4-64 y muestra de MVs tefiida con FM4-64
a una concentracion final de 0,5 pg/mL durante 5 minutos. El “thereshold” del instrumento fue
establecido en el parametro de fluorescencia para discriminar las particulas no fluorescentes de
las MVs marcadas con el fluor6foro, aunque permitiendo detectar una media de 20-30 eventos/s
en los diferentes blancos. También se indica el nimero de eventos totales contados durante 30
segundos, observando un claro aumento en el nimero de eventos detectados en muestras de MVs
tefiidas. En la figura no se muestra MVs sin teflir, aunque los valores fueron similares a los del
PBS descartando fenémenos de autoflourescencia.

Para realizar una determinacion cuantitativa absoluta de las MVs se necesita disponer de
patrones de esferas fluorescentes con una concentracion de particulas conocida. Se
recomienda emplear un patrén lo mas similar posible a las muestras de MVs (Van der
Vlist et al., 2012). Concretamente se utilizaron esferas fluorescentes de color rojo y con
un tamafio de 100 nm. Estas fueron analizadas en las mismas condiciones que las
suspensiones de MVs y se determin6 el nimero de eventos en tres determinaciones
independientes, obteniendo un valor de 23404 + 804 eventos totales que corresponden a
una concentraciéon de Fluorospehres de 3,64 x 10® uSph/mL. A continuacion, se calculd
la concentracion de MVs para cada muestra y se representd en funcion de la cantidad de
proteina o LPS, observando que la disminucién en la cantidad de MVs en citometria
conllevaba una disminucion proporcional en la cantidad de proteina o LPS cuantificado

(Fig. 4.28).
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Fig 4.28. Cuantificacion de MVs mediante Citometria, LPS y Proteina de diluciones seriadas
de MVs. (A) Medida de los valores medios y sus desviaciones estandar para cada dilucion. (B)
Graficas donde se muestra la proporcionalidad entre la concentracion de MVs determinada por
citometria respecto proteina o LPS, con un coeficiente de correlacion ~ 1.

4.5.1.2 Caracterizacion de la vesiculacion directamente de los sobrenadantes de cultivo
de P. aeruginosa PAO1.

Una vez demostrado que la concentracion de MVs se puede determinar directamente a
partir de sobrenadantes de suspensiones bacterianas, se decidid realizar el seguimiento de
la vesiculacion a lo largo de la curva de crecimiento bacteriano. Para ello, se cultivo la
bacteria en 500 mL de TSB irradiado con un indéculo del 1% de un cultivo crecido durante
la noche (o/n). A cada hora se cogieron dos alicuotas del cultivo de 7 mL para determinar
el crecimiento bacteriano (determinacion nimero de células viables y DOsoo) y el nimero
de MVs por citometria. Ademas, se calculo la concentracion de piocianina, ya que su
secrecion determina el inicio de la transicion entre la fase exponencial y la fase
estacionaria. Esta se cuantifico siguiendo el protocolo descrito en por Sonnleitner et al.

(2011).
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Las muestras de citometria se prepararon tal como se describe en Material y Métodos
(apartado 3.4). Resumidamente, 1 mL de cada réplica fue centrifugado para eliminar las
células presentes y a continuacion, se filtraron por 0,22 pum y se guardaron los
sobrenadantes filtrados a 4°C un maximo de 24 horas. Las muestras, justo antes de ser
analizadas en el citometro, se tifieron con FM4-64 a una concentracion final de 0,5 pg/mL
durante 5 minutos. Se volvid a establecer un nuevo umbral de fluorescencia para el TSB
y se determind la concentracion de MVs tal como se describe en el apartado anterior. El
nimero de MVs fue normalizado respecto al nimero de células viables presentes en el

cultivo en el momento de la toma de muestra.

Se caracterizo el crecimiento de P. aeruginosa PAO! en las condiciones anteriores,
determinando que la transicion hacia la fase estacionaria se iniciaba a las 4 horas, con un
cambio de pendiente a una DO ~ 1,6 y a un recuento de viables de 1 x10° ucf/mL (Fig
4.29, A). Asimismo, éste fue el ultimo punto de la curva en el que no se detectaba la
produccion de piocianina, indicando que este punto pertenecia a la fase exponencial. S6lo
a partir de una DO de 1,8 se empez6 a detectar piocianina en el medio, indicando el ajuste
de la fisiologia de la bacteria a la fase estacionaria (Fig 4.29, B). Paralelamente, a partir
de este punto y también en este punto, se observd un incremento exponencial de la
concentracion de MVs en los sobrenadantes del cultivo determinado por citometria (Fig

4.29, C).
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Figura 4.29. Caracterizacion de la vesiculacion en funcién de la fase de crecimiento de P.
aeruginosa PAO1. (A) Curva de crecimiento donde se muestran el nimero de células/mL y la
DO respecto al tiempo. (B) Concentracion relativa de piocianina en funciéon de la DO. (C)
Concentracion de MVs normalizada respecto a la DO del cultivo. Se puede observar que el
incremento en la vesiculacion es paralelo a la concentracion de piocianina del cultivo. Los datos
mostrados son representativos de 4 experimentos independientes, con dos réplicas bioldgicas. Se
muestran los valores medios + desviacion estandar (n=4,2).
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Para determinar si este incremento en la vesiculacion estaba causado por una acumulacion
de MVs a medida que aumentaba la poblacion bacteriana, se normalizé la concentracion
de MVs respecto al nimero de células para cada punto de la curva (Fig 4.30). De este
modo, se pudo observar que la relacion MVs - célula no se mantenia constante a lo largo
de la curva de crecimiento de la bacteria, indicando que la tasa de vesiculacion variaba
en funcién de la fase de crecimiento. En las primeras horas de incubaciéon en que la
bacteria se encuentra creciendo exponencialmente, la ratio MVs/célula se mantuvo
constante con un valor cercano a 1 MVs por célula. A partir de las 5 horas de cultivo y
una DO cercana a 1,7 el nimero de MVs/célula empezé a aumentar, hasta llegar al
maximo de vesiculacion en el punto de DO ~ 2,1, situandose alrededor de 4 MVs/célula.
Posteriormente, el nimero de MVs empez6 a descender, sugiriendo que las MVs
presentes en los cultivos estaban desapareciendo, ya sea por reabsorcion o degradacion

de las MVs en el medio.
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Figura 4.30. Analisis de la relacion de MVs respecto el nimero de células. (A) Curva de DO
respecto el tiempo de incubacion. Asimismo, se indica el inicio de la produccion de piocianina
(PIO) y la tendencia de acumulacion en el medio. (B) Grafica de barras donde se muestra la tasa
de vesiculacion (MVs/célula) y su SD dentro de un rango de DO. El andlisis de grupos
homogéneos determind la existencia de 5 grupos con tasas de vesiculacion estadisticamente
diferentes, indicado mediante el uso de distintas tramas (test de ANOVA, procedimiento LSD, p-
value <0,01). Los datos mostrados son representativos de 4 experimentos independientes, con dos
réplicas técnicas. Los asteriscos resaltan aquellos puntos que se escogieron para confirmar los
resultados de citometria como se vera en apartado 5.5.1.3. La linea verde indica el inicio de la
secrecion de piocianina.

El analisis de multiples rangos empleando el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher, nos permitié discriminar entre 5 etapas en las que la tasa

de vesiculacion era estadisticamente diferente (Test de ANOVA, por aproximacion del
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ensayo de LSD, p-valor < 0,01) (Fig 4.30). Empleando esta aproximacion estadistica hay
un riesgo del 5,0 % de que las diferencias detectadas no sean reales, por lo que es preciso
su validacion. Por ello, se escogieron 4 puntos de la curva para confirmar la fluctuacion

del nimero de MVs en los sobrenadantes (Fig. 30, asteriscos).
4.5.1.3 Confirmacion de los resultados obtenidos mediante citometria.

Se aislaron MVs de cultivos inoculados con el mismo preindculo y crecidos hasta 4
densidades Opticas en las que las tasas de vesiculacion habian sido distintas y que ademas
correspondian a puntos diferentes de la curva de crecimiento: exponencial tardia (1,6),
inicio de la transicion entre la fase exponencial y estacionaria (1,9), inicio de la fase
estacionaria (2,1) y fase estacionaria (2,3) (ver Fig. 4.30, asteriscos). A continuacion, se
calcularon los distintos rendimientos de produccién de vesiculas en cada tiempo,

mediante el calculo del LPS. Los resultados se muestran en la Figura 4.31.

Se observo un incremento en la cantidad de MVs determinada mediante el calculo del
LPS, entre las DO comprendidas entre 1,6 y 2,1. Mientras que en plena fase estacionaria
y después de 8 horas de cultivo, el rendimiento en la obtencion de MVs fue
considerablemente menor. Mediante el analisis de la variancia se determin6 que existian
diferencias significativas entre los distintos rendimientos obtenidos en cada tiempo
(ANOVA test p-value <0,001) y mediante la prueba de multiples rangos realizada con el
procedimiento de Tukey HSD se comprobd que los distintos rendimientos a cada punto,
eran distintos entre ellos, que se indican mediante el uso de un entramado distinto.
Ademas, se confirmo que los pellets obtenido estaban compuestos por MVs mediante su

visualizacion por Cryo-EM (Fig. 4.32).

Por lo tanto, se pudo determinar que la produccion de MVs no se mantenia constante a lo
largo del tiempo y que ésta aumentaba durante la fase de transicion entre la fase

exponencial y la estacionaria.
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Figura 4.31. Cuantificacion de los rendimientos de MVs obtenidos a partir de cultivos de P.
aeruginosa PAO1 recogidos a distintos tiempos. (A) Pellets de MVs obtenidos en los tubos a
cada DO. (B) Cuantificacion del rendimiento de M Vs por litro de cultivo mediante el calculo del
LPS por el método de Purpald, se representan las medias + DO de 5 experimentos independientes,
cuantificados por duplicado (n=5,2).
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Figura 4.32. Cryo-EM de M Vs obtenidas a distintos tiempos y preparadas mediante Plunge-
Freezing. (A) MVs 1,6 (B) 1,9 (C) 2,1 (D) 2,3. Para todas las muestras se observaron cerca de
100 campos, visualizando principalmente la presencia de OMVs. Aunque en los tiempos de 1,6 y
1,9 se pudo observar la presencia de O-IM Vs (flecha negra). En general las MVs estaban integras
y no se observaron fragmentos de membrana procedentes de la lisis. Barras de 200 nm.

4.5.2. Analisis mediante RT-qPCR del contenido de sSRNAs en MVs obtenidas a

distintos tiempos de la curva de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa PAO1.

Para continuar explorando la posibilidad de que las bacterias secreten SRNAs mediante
MVs, nos propusimos evaluar la expresion de PhrS, CrcZ y RsmZ en MVs aisladas a
distintos tiempos y comparar su expresion con la de las células. En primer lugar, se
obtuvieron MVs aisladas de cultivos a las 4 densidades Opticas anteriores y se trataron

externamente con el enzima RNAsa para eliminar aquel RNA que no estuviera
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interiorizado en MVs. Seguidamente, el exceso de enzima fue eliminado mediante la
dilucién de las MVs hasta 100 veces el volumen inicial del pellet. Las MVs se
centrifugaron y se resuspendieron en agua utilizando el menor volumen posible. A
continuacion, se calculd el contenido de LPS de cada punto y se extrajo el RNA
procedente de 70 ug de LPS. Una vez aislado el RNA, se calcul6 su concentracion en

cada tiempo y se analizaron los perfiles electroforéticos (Fig 4.33).
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Figura 4.33. RNA total en MVs obtenidas a distintos tiempos (DO) de incubaciéon de P.
aeruginosa PAO1. (A) Tabla donde se muestran la media = SD de la concentracion de RNA
calculada mediante Quibit-HS (n=5,2). El asterisco resalta que en el punto 2,1, 1a SD es igual a la
media. Esto es debido a que en 3 experimentos la concentracion de RNA estaba fuera de los
limites de deteccion de Quibit-HS. (B) Perfiles electroforéticos representativos de los 4 puntos,
obtenidos mediante en el Bioanalyzer mediante el uso del pico RNA 6000 Chip. El primer pico
que se observa a 25 nt, corresponde el patron interno de fluorescencia.

A continuacidn, se quiso comparar la expresion de SRNAs en MVs respecto a la expresion
en las células. Para ello, se emplearon las muestras anteriores para evaluar la expresion
de los tres sRNAs en muestras de MVs mediante RT-qPCR. Los resultados fueron

normalizados respecto a la cantidad de MVs (Fig 4.34). Para la determinacion de la
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expresion de SRNAs en la bacteria, el RNA fue extraido de alicuotas de 500 pL del cultivo
tomadas a los tiempos establecidos. A continuacion, las células fueron separadas por
centrifugacion y se obtuvo el RNA. A continuacion, 5 ng de RNA celular fueron tratados
con DNAsa y sometidos a RT-qPCR. El contenido de RNA mediante RT-PCR se
determind a partir de 5 experimentos independientes, con 2 réplicas técnicas cada uno
(Fig 4.34).
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1,9 0,116 0,327 9,83

2,1 0,022 0,023 1,65

2.3 0,001 0,004 0,03

Figura 4.34. Expresion diferencial de SRNAs de P. aeruginosa PAO1 en MVs obtenidas a
distintos tiempos. Se observaron diferencias en el nivel de expresion temporal de los tres SRNAs
en MVs, detectando unos niveles mayores de expresion en el punto 1,6 que corresponde al punto
final de la exponencial. (A) Determinacion de los niveles de expresion de sSRNAs en MVs y en la
célula expresados en ntimero de copias/pg LPS y nimero de copias/ng RNA respectivamente. Se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de sRNAs de MVs
obtenidas en el punto 2,3, respecto a los puntos de 1,6 y 1,9 (test de Kluskal-Wallis, p-value <
0,01), mientras que no se observaron diferencias estadisticas entre los valores de SRNAs en la
célula. (B) Relacion de los niveles de expresion de SRNAs en MVs respecto el niimero de copias
en la bacteria. Se observa un descenso en la relacion de sSRNAs MVs/célula a lo largo de los 4
puntos.

La comparacion de la expresion de los SRNAs interiorizados en MVs, mostré diferencias

en la concentracion de estos a lo largo del crecimiento bacteriano (Fig 4.34).
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Concretamente, se observo que la concentracion individual de cada sSRNA era mayor en
los puntos de 1,6 y 1,9, empezando a disminuir a 2,1 y siendo muy inferior a 2,3.
Concretamente, al comparar la expresion entre 1,6 y 2,3, se observd que es 1000 veces
superior en 1,6. Esta disminucion de RNA en MVs durante el crecimiento bacteriano,
concuerda con los resultados obtenidos en el apartado anterior, donde se detectaba una
menor concentracion de RNA tanto por cuantificacion fluorimétrica como por

Bioanalyzer (ver Fig 4.33).

Ademas, se detect6 que los niveles de SRNAs en M Vs no eran correlativos con los niveles
detectados en el citoplasma de la célula. Mientras en vesiculas se detectaba una distinta
encapsulacion de sRNAs durante el tiempo, en células no se detectaron diferencias
estadisticas entre los diferentes puntos (Fig 4.34, A, célula). Ademas, se observd una
relacion inversamente proporcional entre los SRNAs de células y MVs (Fig 4.34, B). Es

decir, a medida que pasaba el tiempo la proporcion sSRNA MVs/célula era menor.

4.5.3 RNA-seq de MVs de P. aeruginosa PAO1 obtenidas a distintos tiempos
mediante RT-qPCR.

Para caracterizar el contenido de RNA en MVs obtenidas a distintos tiempos, realizamos
una RNA-seq de las distintas muestras tal como hemos detallado anteriormente. Se
prepararon dos librerias de sSRNA para cada tiempo a partir de muestras bioldgicas
independientes y los resultados del numero total de secuencias obtenidas se muestran en
la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Numero de secuencias identificadas para cada tiempo. y clasificadas en funciéon
de qué regiones alinean del genoma de P. aeruginosa PAOL1.

o . PAO1 Regiones Regiones no .
N°secuencias . i Desconocido
romedio + SD genoma codificantes  codificantes (%)
P (%) %) (%)
1,6  2.047.950+122267 87 18 90,3 38
1,9 1.312.271+306058 96 18 90 36
21 913.353+ 58370 86 13 82 21
2,3 303.052 + 57709 32 3.6 87 4,7

El nimero mayor de secuencias fueron detectadas en el punto de DO de 1,6, mientras que
la menor cantidad de secuencias fue en el punto 2,3. De las secuencias identificadas,

alrededor del 90% se alineaban con el genoma de Pseudomonas aeruginosa PAOI,
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excepto para el punto 2,3 que fue del 30%. Las secuencias alineadas, se clasificaron en
funcioén de si estaban situadas en zonas codificantes, regiones no codificantes o bien,
desconocidas. Principalmente, las secuencias se alinearon en zonas no codificantes de
proteinas (~90%), aunque estas zonas correspondian a rRNAs y tRNA. Por otra parte, un
numero significativo de secuencias se alinearon en zonas que no estaban caracterizadas y
por lo tanto, se desconoce si éstas pertenecen a regiones codificantes o no. Es importante
destacar, que el sumatorio de los porcentajes es mayor del 100%, ya que una misma

secuencia puede alinear en mas de una zona.

Se identificaron alrededor de 5.000 genes, de los cuales 1.000 se identificaron con al
menos 15 secuencias. En contraposicion, solo se detectaron 100 genes en el punto 2,3
cumpliendo dicho criterio. Los transcritos identificados se clasificaron por los biotipos y
en funcion de su abundancia (Fig. 4.35). Para este analisis se eliminaron las secuencias
correspondientes al rRNA ribosomico (Fig. 4.35). Se observé que el biotipo mayoritario
de las muestras obtenidas en los puntos 1,6 y 1,9 eran los tRNAs, con un 66% =+ 12 y un
57% + 12 respectivamente. Sin embargo, las muestras obtenidas en los puntos de la fase
estacionaria (2,1 y 2,3) presentaban unos porcentajes de tRNA del 11% + 5 y 6 +0,5
respectivamente. Por otra parte, en los puntos 2,1 y 2,3 se observd un incremento en la
presencia de secuencias que codificarian para proteinas (CDS) representando un
porcentaje mayor respecto a los tRNAs. También se identificaron en todas las muestras
secuencias que coinciden con las F o R piocinas de Pseudomonas aeruginosa. Asi mismo,

en todas las muestras el porcentaje de ncRNAs detectado fue minoritario.
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N’ secuencias
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Figura 4.35. Distribuciéon de los distintos biotipos de sSRNAs identificados en MVs de P.
aeruginosa PAO1 a distintos tiempos de crecimiento. A la derecha se indica el nimero de
secuencias totales detectadas por muestra, eliminando aquellas secuencias que se alineaban con

rRNA. Se observé una disminucion en el numero de secuencias identificadas en funcion del
tiempo. El grafico muestra la distribucion en porcentaje de cada biotipo de RNA.

Asipues, para determinar si la diferente cantidad de RNA empaquetada en M Vs obtenidas
a distintos tiempos, también conllevaba un distinto patron de RNAs, se procedio a la
comparacion estadistica de las muestras. En primer lugar, se procedi6 a la trasformacion
y normalizacién de los datos obtenidos por muestra empleando el paquete edgeR de
Bioconductor, donde los datos de expresion fueron transformados a log-CPM: log, (CPM:
contajes por millén). A continuacion y para poder comparar, cada muestra se multiplico
por un valor corrector calculado con el mismo paquete informatico, y las muestras se
normalizaron a partir del método TMM (trimmed mean of M-values method, TMM). El
analisis estadistico se realizé en colaboracion con la unidad de Bioestadistica del Hospital

la Vall d’Hebron.



RESULTADOS

Contajes antes de normalizar

Contajes normalizados (TMM)

8 o ©° ©°© 5 8 ©° ° 25 °
s 157 ) - s 20 + 5
S 10+ ! ! & 15 4 e o |
3] 1 1 [®] !
g o = oot T oo R |
= =E=SRasFl| ¢ ===l
01 = -+ [ T S 0 T S —_
T T 1 1 T T T T 1 T
@ o = o a9 a = o T T B
- - ol o - - o o - - o o -
I Y T Y s e
w o onw v w wu uw w u w o ow o w o w

Figura 4.36. Normalizacion de las secuencias detectadas de RNAs empaquetados en MVs de
P. aeruginosa PAOL1 antes y después de la normalizacion por el método TMM. Grafica de
cajas y bigotes mostrando la distribucion de los contajes por cada punto y réplica

El analisis mostré que las dos muestras obtenidas en los puntos 2,3 de DO presentaban
una distribucion muy diferente respecto a las otras muestras (Fig. 4.36). De modo que,
las muestras obtenidas a DO 1,6, 1,9 y 2,1 presentaron distribuciones similares y por lo
tanto se consiguid la normalizacién. Asimismo, se valor6 la distribucién de los datos
normalizados mediante su representacion grafica con la técnica de Multi Dimensional

Scaling, que permite visualizar las muestras en funcion de lo similares que son entre ellas.
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Figura 4.37. Distribucién de las secuencias identificadas en MVs de P. aeruginosa obtenida
a distintos tiempos de crecimiento y normalizadas por el método TMM. Las distintas
muestras fueron agrupadas en funcion de la fase de cultivo y la réplica bioldgica.

Los datos fueron representados en funcion de la réplica y del tiempo de obtencion (Fig
4.37), observando que los datos normalizados de las muestras obtenidas 1,6 - 1,9 - 2,1 se

encontraban agrupados tanto por fase de cultivo, como por réplica bioldgica. Por lo tanto,
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estos tres puntos presentaban una distribucion y variabilidad parecida. Sin embargo, el
punto 2,3 y sus réplicas mostraban una distribuciéon completamente distinta, confirmando
que 2,3 era completamente diferente a los otros puntos. Todo ello, hizo imposible la
comparacion de 2,3 con el resto de puntos y por lo tanto este punto fue excluido del

analisis ya que su inclusion conduciria a conclusiones erroneas.

A continuacion, se compararon las muestras entre los RNAs obtenidos a distintos
tiempos, calculando la media de contajes por gen y se evalud si existian diferencias en la
expresion media de cada gen, mediante la determinacion del Logy-FC entre los distintos
grupos. Ademas, mediante el calculo del p-value ajustado se valoraron si estas diferencias
eran estadisticamente significativas para cada gen. Se realizaron las siguientes

comparaciones (C):

Cl:1,6 vs 1,9
C2:1,6 vs 2,1
C3:19vs 2,1

Obtuvimos 600 genes que presentaban una expresion diferencial y que a su vez, al menos
se habian identificado con 15 secuencias. En general, no se detecté ninglin gen con un
cambio logx-FC > 1, lo que significa que no habia ninglin gen que presentara un cambio
en la expresion de mas del doble. No obstante, si se detectaron algunos genes que
presentaron un cambio de al menos el 50%, detectando 20 genes para la comparacion C2
y 16 genes para la comparacion C3. Las muestras 1,6 y 1,9 fueron las mas parecidas entre
ellas, detectando una diferencia maxima + 0,2 del log2-FC, que representa una diferencia
en la expresion del 20%. En la Tabla A2 de Anexos se recoge una lista de 150 genes con

al menos una diferencia de expresion del 30% entre las comparaciones C2 y C3.

Sin embargo, las pequenas diferencias detectadas no fueron estadisticamente
significativas debido a que el p-valor ajustado fue de 1 para todos los genes identificados,
lo cual significa que hay una probabilidad de un 100% de que la diferencia detectada no

sea real.
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4.6. ESTUDIO DE LA ESTABILIDAD DE LOS sRNAs EN MVs de P. aeruginosa
PAO1 DURANTE UNA INCUBACION A 37°C

Durante el estudio realizado, se ha observado una disminucion del contenido de RNA en
MVs, tanto mediante RNA-seq como RT-qPCR entre el punto 2,1 y 2,3. Para descartar
que esta disminucion fuera asociada a la degradacion del RNA interiorizado en las MV,
se decidio realizar un ensayo de estabilidad monitorizando la concentracion del sSRNA
CrcZ en MVs aisladas respecto al tiempo. Para ello, una muestra de MVs aisladas y
tratadas externamente con RNAsa, se resuspendié en TSB doble concentrado (v/v) y se
incubaron a 37°C durante 2, 4, 6 y 24 horas. A cada tiempo, el RNA fue extraido y se
realiz6 una RT-qPCR. Los datos obtenidos para cada tiempo se muestran en la Figura

4.38.

Durante las 6 primeras horas de incubacion la concentracion de sRNAs se mantuvo
estable, aunque a las 24 horas se observo un descenso del 47% en la sefial del sSRNA
interiorizado en MVs. Como control se utilizé una muestra de MVs resuspendida en TSB
y sometida a un tratamiento de lisis con triton X-100 y se midio la concentracion de SRNA
después de una incubacion de 6 horas, sin que se detectara presencia de CrcZ mediante

RT-qPCR.
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Figura 4.38. Cuantificacion de CrcZ en MVs de P. aeruginosa PAO1 a distintos tiempos de
incubacién. (A) Numero de copias por pg de LPS respecto el tiempo de incubacion (horas). (B)
Se representan los mismos datos que en A, pero la expresion fue normalizada respecto a la media
de todas las copias, detectandose una clara disminucion del 47% de la cantidad de SRNAs entre
los tiempos de 0 y 24 horas (HSD de Tukey *p-value < 0,027, **p-value < 0.001).

4.7. DETECCION DE LA PROTEINA DE UNION A RNA Hfq EN MUESTRAS
DE MVs de P. aeruginosa PAO1

Hfq es una proteina de uniéon al RNA que promueve la interaccidén antisentido entre
sRNAs y mRNAs, ejerciendo un papel regulador central en la fisiologia de la bacteria.
Ademas, se ha observado que se une con elevada afinidad a tRNAs (Lee & Feig, 2008).

Al observar que el RNA encapsulado dentro de las MVs presentaban una elevada
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estabilidad, decidimos evaluar la posibilidad que la proteina Hfq se encontrara en el

interior de la MVs y por lo tanto, pudiera estar protegiendo el RNA de la degradacion.

Para ello, se realizo un western blot en el que se cargaron distintas cantidades de MVs de
de P. aeruginosa PAO1 (10, 15, 25 pg de LPS) obtenidas a dos densidades opticas (1,6 y
2,1). En el ensayo no se detectd la presencia de Hfq en ninguna de las muestras ensayadas,
sugiriendo que Hfq no estaria internalizada en MVs, aunque tampoco se podria descartar
(Fig 4.39). Se afiadio como control positivo la proteina purificada de Hfq, observando un

intenso marcaje (C+).
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Figura 4.39. Western blot representativo analizando la presencia de Hfq en muestras de
MYVs de P. aeruginosa PAO1 obtenidas a diferentes DO. Se evaluaron diferentes cantidades de
MVs (ug LPS). Para el marcaje se empled un anticuerpo primario anti-Hfq y un secundario anti-
rabbit acoplado a fosfatasa alcalina. El control positivo (C+) presenta marcaje de bandas de
diferentes pesos moleculares, que consisten en los distintos complejos proteicos que forma Hfq.

4.8. TRANFERENCIA DE RNAs MEDIADA POR MVs

Con el fin de evaluar la capacidad de las MVs para vehiculizar sSRNAs, se decidié realizar
un ensayo de transferencia mediada por vesiculas. Para ello, empleamos diferentes
mutantes delecionados para algiin SRNAs en P. aeruginosa PAO1 y cuyo mecanismo de
accion estuviera descrito. Encontramos que CrcZ y RsmZ cumplian dichos criterios y que

ademas se encontraban sobreexpresados en P. aeruginosa durante la fase de biofilm.

Para poder monitorizar la adquisicion de las MVs por parte de la cepa mutante es
necesario el uso de genes reporteros. Para CrcZ y RsmZ, los constructos reporteros ya

diseniados emplean el sistema lacZ, que contiene el gen que codifica para el enzima f3-
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galactosidasa y que cataliza la hidrolisis del o-nitrofenol-B-D-galactosido (OPNG)
produciendo un cambio de color. Es necesario someter las bacterias a un tratamiento de
lisis para liberar el enzima y cuantificar la actividad del gen reportero mediante la
reaccion colorimétrica y por tanto es imposible realizar una estimacion directa de la
actividad del gen reportero. Asi pues, se decidid substituir del constructo reportero el gen
codificante para lacZ por la proteina fluorescente GFP (green fluorescent protein) y asi

poder monitorizar la transferencia de SRNAs mediada MVs con mas facilidad.
4.8.1 Evaluacion de la transferencia de CrcZ por MVs.

En primer lugar se decidio trabajar con la cepa mutante para crcZ (PAO6679)
(Sonnleitner et al., 2009). CrcZ esta involucrado en la regulacion del control del
metabolismo del carbono. En un escenario con una fuente de carbono no preferente, se
induce la sintesis de CrcZ que secuestra la proteina Hfq y produce una liberacion de los
RBS de aquellos mRNAs que metabolizan fuentes no preferentes de carbono. Como gen
reportero se emplea el gen amiE que codifica para una amidasa (Sonnleitner & Blisi,
2014). Por lo tanto, se gener6 el constructo reportero traduccional amik::sf-GFP para
detectar la posible captacion de CrcZ contenido en MVs por la cepa delecionada para el

gen CrcZ.
4.8.1.1 Generacion y validacion del constructo amiE::sf-GFP.

En primer lugar, se generd el constructo amik::sf-GFP (pCC1) tal como se describe en
Material y Métodos (apartado 20.3.1). Para comprobar la eficiencia del sistema reportero,
se monitorizo el crecimiento de las cepas PAO1 y PAO1AcrcZ transformadas con el
plasmido pCCl1 (Fig 4.40), observando un incremento de la fluorescencia en la cepa

PAO1+ pCCl.
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Figura 4.40. Crecimiento de P. aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ con el
plasmido que contiene el constructo amiE::sf-GFP (pCC1) y el plasmido control (pBBR).
Las cepas fueron cultivadas en 20 mL de LB suplementado con 40 mM de acetamida y
cloranfenicol (0,4 mg/ml), Ex. 485nm — Em. 515 nm, ganancia de 60.

Los estudios relacionados con la transferencia de material genético mediante MVs en
Pseudomonas aeruginosa, muestran que ésta sucede a una baja frecuencia (Tran &
Boedicker, 2017). Es por este motivo que se decidid estudiar la sensibilidad del sistema
reportero mediante la expresion controlada del gen crcZ en la cepa PAOIlAcrcZ,
transformada con el plasmido pCC1. Con este proposito, el gen crcZ fue insertado en el
plasmido pKH6 que permite la expresion del sRNAs controlada por un promotor

inducible por arabinosa (pBAD promoter), obteniendo el plasmido pCC3.

Asi pues, la cepa de PAO1AcrcZ transformada con los plasmidos pCC1 y pCC3 fue
cultivada en LB y en presencia de diferentes concentraciones de arabinosa (%) (0,0002 -
0,0008 - 0,0016 - 0,005 - 0,02) y se calculd la sintesis de Sf-GFP mediante la
determinacion de la fluorescencia a las 2, 4 y 6 horas (Fig. 4.41). Es importante tener en
cuenta que la concentracion maxima de induccion empleada en el ensayo fue 10 veces

menor que la maxima recomendada por el fabricante (0,2%).

Tal como esperabamos la expresion de sf-GFP, asociada al constructo amiE::sf-GFP, fue
proporcional a la cantidad de arabinosa del medio, ya que una mayor concentracion de
arabinosa comportaba un incremento proporcional en la sefial de fluorescencia emitida en
todos los tiempos analizados (Fig. 4.41). Sin embargo, a las concentraciones mas bajas

ensayadas de arabinosa de 0,0002% y 0,0008%, no se apreciaron incrementos en la
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fluorescencia respecto la cepa control en ninguno de los puntos muestreados. Mientras
que a la concentracion superior de induccion de 0,02% se detectd un incremento de
fluorescencia 11 veces superior en la cepa inducida respecto al control, a las 6 horas de
induccion. Por otra parte, en las determinaciones realizadas a las dos horas solamente se
detectdé un incremento de la fluorescencia en los puntos inducidos con la mayor

concentracion de arabinosa (resultado no mostrado).

12

10

AF (amie::sf-GFP)

Figura 4.41. Determinaciéon de la sensibilidad del sistema reportero amiE::sf-GFP. En la
grafica se muestra la fluorescencia emitida a las 6 h de incubacion por la cepa P. aeruginosa
PAOl4crcZ transformada con el plasmido pCCl y pCC3 e incubada con distintas
concentraciones de arabinosa. Ex. 485nm — Em. 515 nm, ganancia de 60.

Los datos obtenidos sobre la sensibilidad del sistema reportero muestran que sélo se
detectd una fluorescencia significativa tras una induccion de 6 horas al utilizar un 0,02%

de arabinosa y no a concentraciones inferiores.

4.8.1.2 Obtenciéon de MVs después de la induccion con arabinosa de la cepa P.

aeruginosa PAOL1 salvaje con el plasmido pCC3.

Con el objetivo de incrementar la concentraciéon de CrcZ en MVs y asi tener mas
posibilidades de detectar la captacion de MVs por parte de la cepa PAO1AcrcZ, se decidio
sobreexpresar en la cepa salvaje el gen crcZ presente en el plasmido pCC3. Para ello, se
transformo la cepa PAO1 salvaje con el plasmido pCC3 y se compar6 el crecimiento de

la cepa transformante bajo una induccion de arabinosa del 0,15% y sin induccion.
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El crecimiento de la cepa transformada inducida y no inducida se monitorizo hasta 6 horas
mediante el seguimiento de la DO y la fluorescencia emitida por el constructo amiE::sf-
GFP. Las cepas fueron cultivadas en las mismas condiciones en las que se obtienen
vesiculas, es decir, en TSB irradiado empleando matraces muescados y los cultivos fueron

inducidos con arabinosa a tiempo cero.

Se observo un enlentecimiento en el crecimiento de la cepa inducida respecto a la cepa
sin inducir (Fig. 4.42). Por otra parte, la relacion de la fluorescencia emitida entre la cepa
inducida y no inducida no cambi6 significativamente en los tres puntos de toma de
muestra. Este resultado indicaria que un incremento del tiempo de induccion a una
concentracion fija de arabinosa no conllevaria una mayor expresion de crcZ de la cepa

inducida respecto a la cepa control (Fig. 4.43).
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Figura 4.42. Efecto en el crecimiento de la sobreexpresion de CrcZ en la cepa P. aeruginosa
PAOI salvaje con el plasmido pCC3. La induccion con arabinosa se realizo a tiempo 0 y el
seguimiento del crecimiento se realiz6 mediante la DO 600 nm.
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Figura 4.43. Incremento de la fluorescencia de la cepa P. aeruginosa PAO1 transformada
con pCC3 e inducida por arabinosa. La cepa transformada inducida presenté ~20 veces mas
fluorescencia que sin inducir en los tres tiempos evaluados.

Asi pues, se establecié que un tiempo de induccion de 2 horas en las condiciones de
obtencion de vesiculas era suficiente para producir un incremento en la expresion de
CrcZ. También, se decidié emplear el menor tiempo posible de induccion, para afectar lo

minimo al crecimiento 6ptimo de la cepa.

A continuacion, se procedié a aislar MVs producidas por la cepa P. aeruginosa PAO1
salvaje con el plasmido pCC3, en condiciones de induccion y sin inducir. Para ello, se
incubaron 4 matraces de 2 L con 500 ml de TSB irradiado e inoculados al 1% con un
preinoculo o/n de la cepa P. aeruginosa PAO1 pCC3. Al alcanzar una DO ~ 1, dos
matraces fueron inducidos con arabinosa a una concentracion final de 0,15% mientras
que los dos restantes fueron empleados como control. Los matraces fueron cultivados
durante un maximo de 2 horas hasta alcanzar una DO de 1,7. Llegados a ese punto del
crecimiento se separaron dos alicuotas de cultivo de cada matraz para la obtencion del
RNA celular y el resto del cultivo fue procesado siguiendo el protocolo de aislamiento de

MVs.

Una vez aisladas, las MVs se trataron externamente con RNAsa y se lavaron con agua. A
continuacion, se calculd el LPS y se extrajo el RNA procedente de 30 pg de LPS.
Posteriormente, se trataron con DNAsa y se realizo la cuantificacion con RT-qPCR para

CrcZ de las muestras de RNA vesicular y RNA celular.
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Las cuantificaciones mediante RT-qPCR de CrcZ en muestras de RNA vesicular y celular
se muestran en la Figura 4.44. Se observo que las MVs obtenidas tras ser inducidas con
arabinosa contenian un numero ligeramente inferior de copias de CrcZ que las MVs
control, aunque las diferencias no llegaron a ser estadisticamente significativas.
Contrariamente, las células inducidas presentaron una mayor expresion de CrcZ en
comparacion con las células control (t-student, p-valor < 0,001). Ademas, se calculo la
relacion entre el nimero de copias de CrcZ en MVs respecto el celular, obteniendo unos
valores de 0,26 + 0,06 para las muestras inducidas y de 1,3 + 0,39 para las muestras
control. Por lo tanto, la relacion de CrcZ en MVs respecto al celular en las muestras
inducidas era 5 veces menor que para las muestras control. El resultado indica que una
induccion de CreZ no conllevaria a un incremento del contenido del SRNA dentro de las

MVs. Por lo tanto, se descart6 el uso de M Vs obtenidas tras la sobreexpresion de un CrcZ.
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Figura 4.44. Estudio comparativo de la expresion de CrcZ en MVs y células de P. aeruginosa
PAOL1, después de la induccion del SRNA con arabinosa. No se observaron diferencias en el
numero de copias de CrcZ internalizadas en las MVs de la cepa inducida (CrcZ+), respecto la
MVs control. Mientras que, a nivel celular, la cepa inducida presentaba un incremento de la
expresion de CrcZ de casi mas de un logaritmo respecto la cepa control. Asi pues, un incremento
celular de CrcZ no comporta un incremento del nimero de copias en las MVs. El experimento
fue realizado por duplicado, con dos determinaciones para cada experimeto (n=2,2).
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4.8.1.3 Determinacion de la transferencia con CrcZ en tubos.

Para la determinacion de la transferencia de CrcZ en tubos, se siguid el protocolo
empleado por Tran & Boedicker (2017) que fue utilizado para determinar la transferencia

de plasmidos mediante MVs.

Para la realizacion del experimento, en primer lugar, se obtuvieron MVs de la cepa P.
aeruginosa PAO1 salvaje y de P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el plasmido
pKH6 que confiere resistencia a gentamicina y asi poder detectar la transferencia del
plasmido como control de la captaciéon de M Vs por parte de la cepa receptora. Se aislaron

MVs de cada cepa y fueron tratadas externamente con RNAsa.

Para la preparacion de las células receptoras, se cultivaron la cepa P. aeruginosa PAO1
salvaje y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ transformadas con el plasmido pCC1 (amiE::sf-
GFP) en matraces de 150 mL con 40 mL de medio suplementado con acetamida a 40 mM.
A una DO de 0,2, las células fueron repartidas en tubos de vidrio con 4 mL del cultivo. A
continuacion, en cada tubo se afiadieron MVs correspondientes a 12 pug de proteina y se
cultivaron a 37°C en agitacion. A cada hora se tomaron muestras para calcular la DO y la

fluorescencia derivada de la sintesis de la sf-GFP.

El experimento fue realizado en dos ensayos independientes, con dos réplicas para cada
punto. Para finalizar, al cabo de 18 horas, dos alicuotas de 200 pL de cada tubo fueron
sembrados en placas de agar con gentamicina para detectar la presencia del plasmido

pKHG6 en las células receptoras.
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Figura 4.45. Seguimiento de la captacion de MVs en la cepa P. aeruginosa PAO1 y
P. aeruginosa PAO1 AcrcZ. El seguimiento se hizo por emision de fluorescencia
asociada a la produccion de GFP. Las cepas ensayadas fueron PAO1 y AcrcZ
transformadas con el plasmido pCCl. Se afiadieron MVs obtenidas de las cepas PAO1 y
AcrcZ transformadas con el plasmido pKHG6, con el fin de monitorizar la transferencia de
DNA. También se afiadieron muestras control sin MVs. Las cepas fueron cultivadas en
tubos y se tomaron muestras cada hora. Los resultados muestran la fluorescencia del
constructo amiE::sf-GFP normalizado respecto a la DO, los puntos expresan la media de
dos experimentos independientes, con dos réplicas por cada punto (n=2,2).

No se pudo detectar ninguna diferencia en la fluorescencia de las muestras incubadas con
MVs procedentes de la cepa salvaje en comparacion con las muestras incubadas con MV
obtenidas de AcrcZ. Sin embargo, si que se detectd una menor fluorescencia en las cepas
que no contenian vesiculas, sugiriendo que las MVs presentarian fenomenos de
autofluorescencia. Tampoco se detectd transferencia del plasmido pKH6 mediada por

MVs, al no observar colonias en los cultivos en placas con antibiotico.
4.8.1.4 Determinacion transferencia de CrcZ por MVs en placas de micropocillos.

Al no conocer la cantidad de MVs y tampoco saber si su captacion podia variar segin la
fase de crecimiento de la cepa receptora, se decidid cultivar la cepa en placas de
micropocillos para poder probar distintas condiciones y facilitar la monitorizacién de la

fluorescencia emitida en las distintas muestras. La preparacion de las suspensiones
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bacterianas y la disposicion de las muestras en la placa se detallan en Material y Métodos

20.7.2.

Para la transferencia se decidio incubar la bacteria en presencia de distintas proporciones
de MVs por célula, concretamente a 100:1, 10:1 y de 1:1 MVs. Para determinar el nimero
de MVs en la suspension se decidio extrapolar la concentracion de LPS a los datos
obtenidos en las cuantificaciones de MVs por citometria de flujo explicados
anteriormente en el apartado de Resultados 4.5.1.1 y asi estimar el numero de MVs. A
cada pocillo, se afiadieron 3 pl de una concentracion estimada de 10'° MVs/mL. Las
cepas ensayadas fueron tanto P. aeruginosa PAO1 como PAO1 AcrcZ transformadas
con el plasmido pCCl1. Todos los cultivos se realizaron en LB ya que la bacteria crece
mas lento que con TSB y se suplementaron con acetamida. Las MVs empleadas se

obtuvieron de la cepa P. aeruginosa PAO1 transformada con el plasmido pKH6.

Las placas una vez preparadas se cultivaron a 37°C sin agitacion en el lector de placas, y
se monitorizo la fluorescencia y la DO de las muestras cada hora. Como control se
afiadieron M Vs lisadas y también una muestra sin vesiculas. Las fluorescencias emitidas

fueron normalizadas por la DO del cultivo.

En la Figura 4.46 se muestran los incrementos de fluorescencia detectados en cada
condicion ensayada. Estos fueron calculados restando la fluorescencia emitida por las
muestras control de MVs lisadas menos la fluorescencia emitida por las cepas con MVs.
Como resultado, solo se detectaron incrementos en las muestras 100:1 de PAO1 y 10:1
de AcrcZ desde la primera hora de cultivo (Fig 4.46, puntos amarillos y naranjas
respectivamente). A medida que aumentaron las horas de incubacion, se detectd también
una mayor fluorescencia en las muestras 100:1 PAO1 (Fig 4.46, puntos amarillos) y 10:1

PAOI1 (Fig 4.46, puntos lilas).



RESULTADOS

1150

950

.- d
e @ !
%4 o0& v s
i \ 4
r 3 \ /
-~ \ /
.
» i bl
/. \ /
o / \ /
e . 4 \ ’
" N 2 \
® e - [y
. - \ g ]
i “ ’,,_-0’ b/ -
. W L % ; »
H Vd \’ PRy ,
A WA B S /
-e. - @---@e=-
i "o _@g--"®--@"
£ g 3 <

O---0---0-<:@::.@---0---g-8
o

-=®--100:1AcrcZ -®--10:1 AcrcZ

---1: 1 AcrcZ

100: 1 PAO1 --@--10:1PAO1 --#-1:1 PAO1

Figura 4.46. Incrementos de fluorescencia de las muestras con MVs respecto a MVs lisadas,
incubadas en una microplaca a 37°C durante 20 horas. A las 17 horas se detecta un descenso

de la fluorescencia tras la eliminacion del agua de condensacion acumulada en la tapa de la placa
de 96 pocillos durante el cultivo de la placa dentro del lector.

El grafico muestra un incremento en la fluorescencia en algunos casos de mas de 1000

unidades respecto su control. Sin embargo, a las 17 horas de incubacion se observé un

descenso en el incremento de la fluorescencia debido a la eliminacién del agua de

condensacion acumulada en la tapa de la placa de micropocillos. Esta observacion

indicaria que el aumento en la fluorescencia podria ser generado por un artefacto del
método de determinacion en el ensayo.

Se decidio confirmar los resultados obtenidos empleando citometria de flujo. Para ello,

se cultivo P. aeruginosa AcrcZ hasta una DO de 0,2 (108 ucf/mL) y el cultivo fue dividido

en alicuotas de 100 pl. A continuacion, se anadieron las MVs en una proporcion 100:1

(MVs por célula) y se emplearon MVs obtenidas tanto de P. aeruginosa PAOI salvaje

como de P. aeruginosa PAO1 AcrcZ, utilizando éstas ultimas como MVs control negativo

de la transferencia. Ademas, también se cultivd P. aeruginosa PAO1 AcrcZ sin la

presencia de MVs. La fluorescencia fue determinada de forma puntual a las 1, 2 y 4 horas

de cultivo. El experimento se realizé por duplicado y con dos réplicas técnicas por cada
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determinacion. Los resultados fueron filtrados mediante FSC frente SSC y fueron
analizados un total de 25.000 eventos para cada punto. Los resultados recogidos en la

Figura 4.47 muestran el total de células fluorescentes detectadas en cada punto.
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Figura 4.47. Cuantificacion del nimero de células que expresan GFP después de su
incubacién con MVs mediante citometria de flujo. Las MVs procedentes de P. aeruginosa
PAOL salvaje y de P. aeruginosa PAO1AcrcZ fueron incubadas con la cepa P. aeruginosa PAO1
y PAO14crcZ y se monitorizo la fluorescencia a las 1, 2 y 4 horas. Como control se emple6 una
muestra de PAOlAcrcZ sin vesiculas. Los resultados muestran el valor medio de dos
experimentos independientes con dos réplicas (n=2,2).

En general, se detecté un niimero bajo de bacterias fluorescentes en todas las muestras
procesadas, emitiendo fluorescencia alrededor del 0,4% del total de células analizadas.
Al anadir MVs se observé un descenso de la fluorescencia en las muestras que contienen
MVs. En las condiciones ensayadas, no se detecté un incremento de la fluorescencia y

por lo tanto, se debe considerar que la transferencia fue negativa.

4.8.1.5 Determinacion de la transferencia con CrcZ a partir de sobrenadantes.

En los resultados expuestos anteriormente, se observd como en el punto de DO 2,3 de la
curva de crecimiento de P. aeruginosa PAO1, las MVs desaparecian del sobrenadante y
este hecho presuntamente podria deberse a que pudieran ser reabsorbidas por las propias

células del cultivo. Teniendo en cuenta esta observacidon, se decidid realizar un
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experimento en el que se pusieron en contacto los sobrenadantes obtenidos del cultivo de
P. aeruginosa PAO1 salvaje y P. aeruginosa PAO1 AcrcZ, con las cepas PAO1 y PAOL1
AcrcZ transformadas con el constructo reportero amiE::sf-GFP respectivamente, tal como

se indica en Material y Métodos 20.7.3.

Los sobrenadantes filtrados de ambas cepas, fueron inoculados con la cepa P. aeruginosa
PAOL1 o P. aeruginosa PAO1AcrcZ transformadas con amiE::sf-GFP y se dejaron crecer,
en tubos de 4 mL. Como control del crecimiento ambas cepas fueron cultivadas en TSB.
Se tomaron tres muestras a 12, 18 y 22 horas, ya que el crecimiento de las cepas de P.
aeruginosa en tubos requeria de tiempos de incubacion mas largos. La fluorescencia y

DO fueron medidas en microplacas con un volumen de determinacion de 100 pL.

En general, se detectd una emision de fluorescencia mayor en las cepas cultivadas en el
sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 salvaje (Fig 4.47 y Fig 4.48, barra verde), respecto
a la misma cepa crecida en el sobrenadante de P. aeruginosa PAO1 AcrcZ (Fig 4.47 y
Fig, 4.48, barra amarilla), en los tres puntos de toma de muestra. El experimento fue

realizado por duplicado, con dos réplicas técnicas para cada uno.

PAO1 amiE::sf-GFP
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Figura 4.47. Fluorescencia emitida por P. aeruginosa PAO1 amiE::sf~-GFP incubada con
sobrenadantes de PAO1 salvaje (sPAO1), PAO1 AcrcZ (sAcrcZ) y el control (TSB). En la
grafica se muestran el promedio de las medidas de la fluorescencia relativa normalizada respecto
a la DO en cada uno de los tiempos de toma de muestra para la cepa PAO1 amiE::sf-GFP
incubada en cada condicion. (n=2,2)
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Figura 4.48. Fluorescencia emitida por P. aeruginosa PAO1 AcrcZ amiE::sf-GFP incubada
con sobrenadantes de PAO1 salvaje (sSPAO1), PAO1 AcrcZ (sAcrcZ) y el control (TSB). En
la grafica se muestran el promedio de las medidas de la fluorescencia relativa normalizada
respecto a la DO en cada uno de los tiempos de toma de muestra para la cepa PAO1 amiE::sf-
GFP incubada en cada condicion. (n=2,2)

Con el fin de confirmar que el incremento en la fluorescencia de los cultivos crecidos con
el sobrenadante obtenido en el punto de la curva de DO 1,6 era producido por la presencia
de MVs y no por la presencia de algin compuesto soluble secretado por la bacteria
directamente al sobrenadante, se procedid a repetir el experimento anterior, pero
afiadiendo dos controles al experimento (Fig. 4.49). El primer control fue el sobrenadante
desprovisto de MVs y el segundo las MVs aisladas y resuspendidas en TSB. Para su
preparacion, los sobrenadantes fueron centrifugados a 40.000 g para separar las MVs, y
una vez desprovistos de MVs se guardaron en nevera y las MVs fueron resuspendidas en
el volumen inicial con TSB estéril. Las cepas fueron cultivadas en tubos en un volumen
final de 4 mL y se tomaron muestras a las 12, 18 y 22 horas. Los resultados obtenidos se

muestran en la Figura 4.49.
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amiE: :sf~-GFP amikE::sf*GFP
SOBRENADANTE SOBRENADANTE MVs TSB
CENTRIFUGADO

Figura 4.49. Diagrama ilustrativo de las condiciones del experimento. La cepa P. aeruginosa
PAOl y PAO1 AcrcZ con amikE::sf-GFP se cultivaron con sobrenadante, sobrenadante
centrifugado y por lo tanto desprovisto de MVs, con MVs resuspendidas en TSB. Cada muestra
fue obtenida tanto de la cepa salvaje como de la mutante. Por ultimo, también se cultivaron con
el control de TSB.

Se confirmaron los resultados anteriores, donde se observo que tanto la cepa salvaje como
la mutante, crecidas en los sobrenadantes de PAOI salvaje (Fig 4.50, sPAOI1),
presentaban mayor fluorescencia que las mismas cepas crecidas en el sobrenadante de
AcrcZ (Fig 4.50, sAcrcZ). Este mismo comportamiento también se observo en aquellas
muestras cultivadas en sobrenadantes libres de MVs. Por el contrario, aquellas muestras
en las que las cepas transformadas se cultivaron con MVs aisladas de PAO1 o PAOI
AcrcZ, se detectd mayor fluorescencia en las muestras crecidas con MVs de PAO1 AcrcZ.
Por lo tanto, se confirmaria que el incremento en la emision de fluorescencia de las
bacterias crecidas en sobrenadantes de PAO1 se deberia a algun compuesto soluble en el

sobrenadante, en vez de estar asociado a la presencia de MVs.
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Figura 4.50, Grafica donde se muestra la fluorescencia emitida a las 22 horas por el
constructo amiE::sf-GFP en la cepa P. aeruginosa PAO1 salvaje y P. aeruginosa PAO1
AcrcZ crecida en distintas condiciones. Sobrenadante de PAO1 (sPAO1), sobrenadante de
PAOI1 AcrcZ (sAcrcZ), sobrenadante sin MVs de PAO1 (sPAO1- MVs), sobrenadante PAO1
AcrcZ sin MVs (sAcrcZ- MVs), MVs de PAO1 resuspendidas en TSB (MVs PAO1), MVs de
PAOL1 AcrcZ (MVs sAcrcZ) resuspendidas en TSB, y por ultimo, las cepas crecidas en TSB.

Cabe indicar que la cepa P. aeruginosa PAO1 AcrcZ al cultivarla en nuestro laboratorio,
repetidamente presentaba la capacidad de revertir el fenotipo, a veces incluso en pocas
horas y emitiendo en ocasiones mas fluorescencia que la cepa salvaje (Fig 4.50, TSB).
Asimismo, la cepa presentaba un comportamiento inestable que dificulto la realizacion
de los experimentos. Por esta razon se decidid cambiar la cepa reportera de estudio a P.

aeruginosa PAO1 ArsmZArsmY.
4.8.2 Evaluacién de la transferencia de RsmZ y RsmY por MVs.

RsmZ y RsmY son dos sSRNAs de P. aeruginosa PAO1 que participan en el sistema de
senalizacion intracelular Gac/Rsm y estan implicados en la transicion de la fase
exponencial a la estacionaria. La transcripcion de estos dos SRNAs esta controlada por el
sistema de dos componentes GacS/GacA que son activados cuando el cultivo presenta
una elevada densidad optica, promoviendo la transcripcion de los dichos sSRNAs que se
uniran a la proteina RsmA, liberando el RBS y regulando positivamente la expresion de
aquellos mRNAs implicados en la produccion de sefiales del QS y de factores de

virulencia como la cianuro de hidrégeno (HCN), elastasas o proteasas (Kay et al., 2006).
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Tal como se observo en el estudio transcriptomico comparativo de la expresion de RNAs
en la célula respecto al RNAs de las MVs, RsmZ y RsmY presentan una expresion
superior en MVs respecto a la célula (log>-FC >4). Asi pues, se decidié emplear como
reportero el mutante PAO1 ArsmZArsmY descrito por Kay y colaboradores (2006),
basado en la expresion del grupo de genes henABC encargados de la biosintesis de HCN.
Como este conjunto de genes esta regulado directamente por GacA, para poder tener una
expresion constante del constructo, el promotor inducible por GacA fue substituido por
el promotor constitutivo tac y asi, incrementar la concentracion del mRNA en el

citoplasma.
4.8.2.1 Construccion y validacion de la fusion traduccional henA::sf-GFP.

En este estudio se empled como reportero el constructo hcnA::lacZ incluido en el
plasmido pME3843, bajo el control del promotor pTAC (Pessi et al., 2001). Para
conseguir el reportero fluorescente, se cloné la sf-GFP en el mismo marco de lectura que
los primeros 9 aminoacidos de la proteina HcnA tal como se describe en Material y

Métodos, obteniendo el plasmido pCC2.

En primer lugar se compar¢ la expresion de la cepa mutante PAO1 ArsmYArsmZ con la
cepa PAOI salvaje para ver la diferente expresion del constructo hcnA::sf-GFP entre
ambas cepas. Tal como se observa en la Figura 4.51 la expresion media de fluorescencia
para la cepa salvaje fue de ~1700 RFU normalizadas por la DO, mientras que para PAO1
ArsmYArsmZ fue de ~1000 RFU respeto la DO. Asi pues, se confirmo el fenotipo de la
cepa descrito por Kay y colaboradores (2006), en que una delecion de ambos sRNAs
conduciria a una expresion menor de sf-GFP, aunque existiria una importante expresion
basal en la cepa delecionada. Para el control de la autofluorescencia, las cepas de P.
aeruginosa fueron transformadas con el plasmido pME6010 que es el plasmido original
del que deriva PME3843 (Fig 4.52).
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Figura 4.52. Expresion del constructo hcnA::sf~GFP incluido en el plasmido pCC2. Las
cepas ensayadas fueron P. aeruginosa salvaje (PAO1) y P. aeruginosa PAO1 ArsmYArsmZ ,
ambas transformadas con el plasmido pCC2. Como control, ambas cepas fueron transformadas
con el plasmido pME6010.

4.8.2.2 Andlisis de la transferencia de RsmYZ mediada por MVs.

Al observar que en la cepa mutante hay una importante expresion basal del constructo
hcnA::sf-GFP decidimos analizar la captacion de MVs por la cepa PAO1 ArsmYArsmZ

mediante citometria con el fin de tener una mayor sensibilidad.

Asi pues, un cultivo o/n de P. aeruginosa PAO1ArsmYArsmZ fue inoculado en medio
fresco de TSB irradiado y se cultivo hasta una DO de 0,2. A continuacion se dividio el
cultivo en alicuotas de 3 mL en tubos de vidrio y se afiadieron MVs en una proporcion
100:1 (MVs/célula). Como control negativo de la transferencia se emplearon muestras de
MVs lisadas y fueron afiadidas en la misma proporcién 100:1. También dejamos como
control un tubo en el que no se afiadieron vesiculas. Se emplearon dos muestras de MVs
independientes aisladas a una DO de 1,6 en dos dias distintos. Tomamos muestra a los
tiempos 0, 0,5, 1, 2, 4 horas y los cultivos se mantuvieron en agitaciéon a lo largo del
experimento. Los datos que se muestran en la Figura 4.53, fueron obtenidos en 4

experimentos independientes con dos réplicas técnicas cada uno.

Para la citometria el numero de eventos fueron filtrados mediante FSC frente SSC y

fueron analizados un total de 25.000 eventos para cada punto. En los tiempos analizados
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no se observo un incremento en el numero de células en las muestras que contenian MVs
(Fig 4.53, MVs 1y MVs II) respecto a los controles de las muestras con MVs lisadas (Fig
4.53, MVs LIS) y las células control. No obstante, si se observaron diferencias muy
pequenas en la fluorescencia a tiempo cero y a los 30 minutos de cultivo. No obstante, la
desviacion estandar de cada punto era considerablemente grande (dato no mostrado),
haciendo imposible asegurar que estas diferencias pequeias puedieran ser originadas por

una internalizacién de MVs por la cepa P. aeruginosa PAO1 ArsmYArsmZ.
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Figura 4.53. Recuento de células fluorescentes mediante citometria para evaluar la
captacion de MVs. PAO1 4RsmYARsmZ fue cultivada con dos muestras independiente de MVs
obtenidas de la cepa PAOL1 salvaje (MVs Iy MVs II) y con una muestra de MVs lisadas (MVs
Lis) como control. Todas ellas, fueron aiadidas a un cultivo de PAO1 4RsmYARsmZ de DO ~
0,2 a una proporcion 100:1 de MVs/célula. Ademas, se dejaron unas muestras de cultivo sin MVs
como control. La cepa fue cultivada en tubos de 3 mL en una agitacion de 165 rpm durante 4
horas. A los tiempos asignados se tomo muestra y el recuento de células se realizo mediante
citometria. Los resultados muestran las medias de 4 experimentos independientes (n=4,2).
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La descripcion de la existencia de las vesiculas membrana fue posible gracias al desarrollo
de la microscopia electronica de transmision (TEM), cuando Work y colaboradores en
1966 observaron los sobrenadantes procedentes de un cultivo de un mutante de
Escherichia coli deficiente en el uso de lisina. En ese momento, describieron las vesiculas
como unas estructuras esféricas formadas por una bicapa lipidica y que englobaban un
material de mayor densidad electronica que el medio, descartando que estas estructuras
fueran simples “sacos vacios” o fragmentos de membranas recircularizadas (Kulp &

Kuehn, 2010).

Desde entonces, se han publicado un gran ntimero de articulos centrados en el estudio de
las OMVs, y todos ellos coinciden en definirlas como estructuras multifuncionales
implicadas en diversos procesos biologicos y que se originan a partir de la membrana
externa bacteriana y encapsulan material procedente del periplasma. Por lo tanto, las
vesiculas estarian compuestas exclusivamente por contenido de la OM, junto con
proteinas del periplasma. Sin embargo, este modelo de vesicula no consigue explicar
como componentes del citoplasma (CC) y de la membrana interna (IM) puede estar

internalizados en vesiculas como se describe en numerosos estudios (Jan et al, 2017).

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevas técnicas de microscopia electroénica que
permiten la visualizacion de los especimenes biologicos en un estado lo mas cercano
posible a la realidad, permitiendo la descripcion de nuevas estructuras bacterianas y la
observacion de sus matrices extracelulares (Beveridge, 1999; Oikonomou, et al., 2016).
Durante afos, nuestro grupo de investigacion se ha centrado en el estudio de nuevas
especies microbianas procedentes de la Antartida adaptadas al frio, observando la
presencia de abundantes OMVs en sus matrices extracelulares mediante TEM de cortes

ultrafinos obtenidos después de criofijacion y criosubstitucion (Frias et al., 2010).

Al visualizar por TEM cortes ultrafinos de la bacteria antartica Shewanella vesiculosa
M77, se detecto la presencia de un tipo distinto de OMV formada por una doble bicapa
lipidica y que englobaba un material de elevada densidad electronica en su interior con
una apariencia similar al contenido del citoplasma bacteriano. En base a esta observacion,
se planted un estudio cuyo objetivo principal fue la caracterizacion de un nuevo tipo
morfolégico de vesicula, producido a partir de la protuberancia de la OM y la IM

encapsulando contenido citoplasmatico. Posteriormente, se determind si este nuevo tipo
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de vesicula de membrana también se encontraba en cepas patdgenas gramnegativas en las
que se habia descrito previamente la presencia de contenido del citoplasma asociado a sus
vesiculas. Las tres cepas incluidas en el estudio fueron Neisseria gonorrhoeae,

Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Acinetobacter baumannii AB41.

Para evitar confusiones y facilitar la lectura, en adelante las nuevas vesiculas se
designaran con el nombre de Vesicula de Membrana Externa e Interna (Outer-inner
membrane vesicle, O-IMVs) para diferenciarlas de las clasicas OMVs. Para referirnos al

conjunto total de vesiculas de membrana lo indicaremos con las siglas MVs.

1. CARACTERIZACION DE_UN_NUEVO_ TIPO DE_ VESICULA EN
BACTERIAS GRAMNEGATIVAS.

Con el objetivo de determinar la existencia de un nuevo tipo de MVs en bacterias
gramnegativas, las cepas se visualizaron mediante TEM después de HPF-FS, ya que se
trata de una técnica de referencia para la caracterizacion estructural de bacterias y sus
matrices extracelulares. Ademas, esta técnica presenta la ventaja de permitir visualizar la
muestra con un alto grado de conservacion y a temperatura ambiente, favoreciendo el
analisis rapido de centenares de campos y facilitando la observacion de aquellos eventos

que puedan ocurrir en menor frecuencia (Hurbain & Sachse, 2011).

Durante las observaciones de TEM de cortes ultrafinos obtenidos después de HPF-FS de
S. vesiculosa M7"y de las tres cepas patdgenas cultivadas en medio sélido, se observo la
formacion de dos tipos de MVs. Las OM Vs convencionales, formadas por una sola bicapa
lipidica y que contenian un material en su interior de baja densidad electronica, junto con
las vesiculas con una doble bicapa lipidica, O-IMVs. Estas ultimas, contenian en su
interior un material de elevada densidad electronica similar al del citoplasma bacteriano.
En todos los cortes analizados las vesiculas dobles fueron observadas siempre en menor

proporcion que las convencionales.

Ademés, tanto en S. vesiculosa M7T como en N. gonorrhoeae, se pudo observar el
momento justo en el que se secretaba una vesicula con doble bicapa, confirmando que la
doble envuelta procedia de la OM y de la IM, mientras que el material de elevada densidad
electronica era contenido citoplasmatico. En ambos casos, las vesiculas en formacion no

se visualizaban con una estructura totalmente esférica y nitida, asi en S. vesiculosa M7T



DISCUSION

mostraban un aspecto alargado, mientras que en N. gonorrhoae, las membranas celulares
perdian cierto detalle en el lugar donde se estaba originando la O-IMV. Sin embargo, es
importante considerar que practicamente no existen imagenes en la literatura donde se
muestre el momento en que una OMVs estd siendo secretada (Beveridge, 1999;
Deatherage et al., 2009; Ercoli et al., 2015; Kadurugamuwa & Beveridge, 1995). Por lo
tanto, es un hecho destacable el haber podido captar éstas imagenes, a pesar de que la
técnica de TEM después de HPF-FS no estd exenta de ciertos artefactos. Un articulo
publicado por Dohnalkova y colaborades (2011) apoya la formacién de estas nuevas
vesiculas ya que aporta una imagen nitida de Cryo-EM del momento de formacién de una
vesicula que arrastra OM e IM en Shewanella oneidensis MR-1, aunque el objetivo del
estudio era otro. Asi pues, las imagenes de las nuevas O-IMVs que se muestran en este
trabajo no serian fruto de artefactos producidos durante la preparacion de la muestra

mediante HPF-FS para ser visualizada por TEM.

Esta comunmente aceptado que la liberacion de las MVs tienen lugar en aquellas células
que se dividen activamente (Kulp & Kuehn, 2010). Después de visualizar centenares de
campos, se determind que la formacién de este nuevo tipo de vesicula no se originaba
especificamente en zona de formacion del septo de division. Las O-IMVs se observaron
en los espacios intercelulares de células que presentaban una estructura intacta, con una
forma bacilar y unos citoplasmas uniformes. Asi mismo, se descarté que las O-IMVs
fueran originadas por una incorrecta division bacteriana que podria dar lugar a una célula
pequetdia o “minicell” (Farley et al., 2016). Por otra parte, el hecho de que las bacterias
presentes en la muestra mostrasen una estructura celular conservada y un material
capsular consistente, indicaba que la preparacion de la muestra fue correcta y descartaba

que la observacion de la O-IMVs fuera un artefacto generado por la técnica.

También se observaron muestras de MVs aisladas, visualizando de nuevo vesiculas con
doble membrana y contenido de elevada densidad electronica. Asimismo, se pudo
observar en algunas especies que sus MVs presentaban una capa continua de

peptidoglicano (PG) entre ambas membranas.

Al mismo tiempo, la observacion de MVs aisladas permitié descartar que la presencia de
las O-IMVs fuera causado por el punto de corte de la muestra. Por ejemplo, el corte
perpendicular de los polos bacterianos, podria generar la apariencia de O-IMVs
(Fulsundar et al., 2014). Asimismo, las muestras de MVs fueron preparadas a partir de

cultivos en fase exponencial descartando que la presencia de O-IMVs fuera debida a
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restos de membranas celulares recircularizadas en forma de vesicula, tal como sugiere un

nuevo mecanismo de vesiculacion que se discutira mas adelante (Turnbull et al., 2016).

La TEM de cortes ultrafinos obtenidos tras HPF-FS, no esta exenta de artefactos ya que
requiere la substitucion del agua de la muestra por disolventes y su posterior inclusion en
resinas para permitir el corte y tincion con metales pesados. Actualmente, para poder
visualizar los especimenes bioldgicos en un estado lo mas cercano a su estado natural, se
emplea la Cryo-EM, que permite la observacion directa de especimenes “enteros”, en su
estado normal de hidratacion y sin la necesidad de ser sometidos a ningln tipo de
procesamiento mas alla de la vitrificacion, evitando la generacion de artefactos (Pilhofer,

etal., 2010).

Inicialmente, se visualizaron mediante Cryo-EM muestras de suspensiones bacterianas
enriquecidas en MVs que fueron preparadas a partir de las tres cepas patogenas. Las
observaciones confirmaron que las tres cepas patogenas secretaban los dos tipos de MVs.
En el caso de las OMVs mostraron la estructura tipica de una sola capa externa con un
material de baja densidad a los electrones en su interior. Por el contrario, las nuevas O-
IMVs estaban compuestas por una doble capa que presentaba la misma apariencia que la
OM e IM de la célula. En su interior se pudo observar un contenido de elevada densidad
electrénica, similar al del citoplasma. Incluso en algunos casos, se pudo observar
perfectamente la presencia, en el interior de las O-IMVs, de un contenido con una
apariencia muy similar a la de los ribosomas bacterianos. Por ultimo, en todas las
muestras criofijadas por PF las células presentaban una estructura bien conservada y no
se observaron restos celulares o de desintegracion celular, descartando definitivamente

que la presencia de las O-IMVs fuera originada por la rotura de las bacterias.

Por ultimo, para poder determinar el diametro y la frecuencia de secrecion de las O-IMVs
respecto las OMVs, se observaron suspensiones de M Vs aisladas mediante Cryo-EM. El
diametro medio de las O-IMVs fue ligeramente superior al de las OMVs convencionales
y se estableci6 una frecuencia de secrecion de alrededor del 0,4% para S. vesiculosa M7,
de 0,5% para Pseudomonas PAO1, 0,2% para A. baumannii y 1,2% para N. gonorrhoeae.
De este resultado se desprende que para la mayoria de cepas analizadas la secrecion de
las O-IMVs representaria aproximadamente una proporcion de 1 de cada 10° MVs. Esta
baja proporcion, junto con el empleo de técnicas poco adecuadas, seria la razon de que

no hayan sido visualizadas con anterioridad.
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En las tres ultimas décadas se ha estudiado la capacidad de las MVs de participar en la
transferencia de DNA. Por ejemplo, se ha descrito la transferencia de genes que codifican
para factores de virulencia mediante MVs en E. coli O157:H7 (Domingues & Nielsen,
2017; Yaron et al., 2000). También se ha demostrado que las MVs procedentes de N.
gonorrhoeae y de A. baumannii pueden vehiculizar plasmidos de resistencia a
antibidticos (Dorward et al., 1989; Rumbo et al., 2011). Incluso, un estudio reciente,
aborda la posibilidad de que el DNA asociado a vesiculas pueda ser transferido a una
célula huésped eucariota, integrandose en su genoma. El estudio propone que el DNA
contenido en vesiculas seria el responsable de la presencia de secuencias de DNA

bacteriano encontrado en células neoplasicas (Bitto et al., 2017).

Esta ampliamente demostrado que el DNA en vesiculas se encuentra principalmente en
su interior y no asociado a su superficie, ya que en gran medida es resistente a la accion
de enzimas degradativos del medio (Dorward & Garon, 1990; Mashburn-Warren, et al.,
2008). Por otra parte, un estudio reciente en MVs de Pseudomonas aeruginosa PA103
ApilA propone que el DNA incluido en vesiculas procederia de zonas especificas del
cromosoma bacteriano, sugiriendo la existencia de algiin mecanismo selectivo para su
inclusion en vesiculas (Bitto et al., 2017). Con estos antecedentes, se procedid a
determinar la cantidad de DNA encapsulado en las MVs de las cepas de estudio,
obteniendo que para S. vesiculosa M77 el 80% del DNA se encontraba interiorizado en
MVs, mientras que para las cepas patogenas los valores fueron proximos al 60%. De todos

modos, este dato no explica como el DNA esté siendo englobado en vesiculas.

Tal como hemos explicado anteriormente, hasta el momento se han propuesto 3
mecanismos de inclusion del DNA en vesiculas (Schwechheimer & Kuehn, 2015). El
primero, propone que el DNA presente en el medio extracelular seria incluido en MVs
por un mecanismo similar a la transformacion bacteriana. El segundo, sugiere que el DNA
seria transportado primero al periplasma bacteriano y posteriormente pasaria a las MVs.
El ultimo modelo, indica que cepas tratadas con antibidticos formarian unas vesiculas
alteradas al arrastrar las dos membranas e incorporarian contenido del citoplasma, aunque
las imagenes aportadas en dicho estudio no presentaron suficiente resolucion para

confirmar este modelo (Kadurugamuwa & Beveridge ,1995).

El presente estudio, mediante un inmunomarcaje sobre cortes ultrafinos de MVs aisladas
de S. vesiculosa M7" y N. gonorrhoeae utilizando un anticuerpo especifico contra DNA

de doble cadena, ha demostrado que el DNA esta mayoritariamente interiorizado en las
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0O-IMVs, confirmando que el material encapsulado en estas nuevas vesiculas procede
efectivamente del citoplasma bacteriano. Un hecho destacable, fue la observacion de
mayor marcaje en el interior de las O-IMVs de S. vesiculosa M77T en comparacién con N.
gonorroheae. Esto podria atribuirse a la distinta naturaleza del material contenido en las
vesiculas de ambas cepas, o bien a que las O-IMVs de S. vesiculosa M7 al presentar un
diametro superior, presentaban una mayor intensidad de marcaje. Sin embargo,

desconocemos realmente la naturaleza o el significado biologico de esta observacion.

En las muestras de MVs, ademas de DNA, también se ha descrito la presencia de proteinas
del citoplasma. En el estudio proteémico de MVs de S. vesiculosa M7 se identificaron
un total de 46 proteinas de las cuales 32 eran de OM, 2 de periplasma, 3 IM y 2 del
citoplasma. En las protedmicas realizadas por otros autores, se detectan un elevado
numero de proteinas del citoplasma y membrana interna, respecto a nuestro estudio en S.
vesiculosa M7T (Lee I. et al. 2016). Probablemente, esta diferencia sea debida a que en el
estudio de MVs purificadas de S. vesiculosa M7T tan solo se analizaron las bandas mas
abundantes. Como las proteinas mayoritarias en MVs, en cuanto abundancia suelen ser
las procedentes de la OM, al escoger solo aquellas bandas mas abundantes se favorecio
la identificacion de proteinas del OM en detrimento de otras proteinas menos abundantes,

pero mas diversas como las que suelen asociarse a citoplasma.

Por ello, en N. gonorrhoeae se decidi6 realizar el estudio protedmico del perfil proteico
total procedente de un gel 1D-SDS PAGE, describiendo 161 proteinas, de las cuales 30
procedian de la OM, 18 del periplasma, 22 de la membrana interna y 29 del citoplasma.
Ademas, se identificaron 60 proteinas cuya localizacion no pudo ser determinada
mediante el programa utilizado. Por lo tanto, se identifico una mayor diversidad de
proteinas del citoplasma e IM en comparacion con las proteinas de OM y periplasma,
aunque las proteinas de OM fueran las mas abundantes en vesiculas. Los resultados
obtenidos en N. gonorrhoeae en cuanto a la localizacion subcelular coinciden con los
resultados observados en las protedmicas de MVs de P. aeruginosa y A. baumanni, (Choi
etal., 2011; Kwon et al;, 2009).

La deteccion de contenido proteico procedente del citoplasma en MVs se ha ido
repitiendo en los distintos estudios publicados, aunque nunca se ha dado una explicacion
clara que justifique la presencia de dichos componentes (Jan, 2017). En los primeros
estudios, la presencia de dichos componentes se atribuia a una mala preparacion de la

muestra. Sin embargo, todos los estudios protedmicos realizados hasta el momento han
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detectado componentes del C e IM en sus andlisis y atribuir su presencia a una mala
preparacion de la muestra, comporta invalidar los resultados obtenidos en todas las
protedmicas realizadas hasta el momento. Ademas, si esta fuera la razon por la cual las
proteinas del IM y C son detectadas, no explicaria como puede ser que algunas de las
proteinas mas abundantes del C no se encuentren en muestras de MVs ( Lee EY et al.,

2007).

Otra alternativa propuesta para explicar la presencia de contenido del citoplasma, es que
algunas de las proteinas identificadas en las MVs corresponden a proteinas
multifuncionales o “moonlighting” y por lo tanto, pueden presentar mas de una
localizacion subcelular (Aguilera et al., 2013; Henderson & Martin, 2011). En la
protedmica de N. gonorrhoeae se han identificado varias proteinas de este tipo, como la
piruvato deshidrogenasa, enolasa, la chaperona DnaK y el Factor de Elongacion Tu,
aunque no todas las proteinas identificadas coincidirian con este criterio, como es el caso
de las proteinas del complejo de ATP sintasas o algunas proteinas ribosomales

(Henderson & Martin, 2011; Kunert et al., 2007).

De acuerdo a nuestros resultados, las proteinas del citoplasma podrian ser secretadas
mediante su inclusion en las O-IMVs ya que éstas incluyen contenido citoplasmatico,

como DNA, tal como hemos demostrado con el inmunomarcaje.

En el estudio que se presenta, también se ha descrito por primera vez la encapsulacion de
ATP en muestras de MVs. Este descubrimiento podria ser notable ya que el ATP actia
como la moneda de cambio energético universal y estd implicada en numerosos procesos
biolodgicos, como por ejemplo, el transporte activo de substancias o la sintesis de acidos
nucleicos (Hironaka et al., 2013). Al igual que sucede con otros componentes, la presencia
de ATP en las vesiculas seria controvertida, ya que se considera que el espacio
periplasmico esta desprovisto de ATP (Kulp & Kuehn, 2010). En consecuencia, la
presencia de dicho componente solo podria explicarse mediante su incorporacion en O-
IMVs, pero su funcionalidad esta atn por determinar. Algunos autores, han descrito la
secrecion de ATP en los sobrenadantes de cultivos de varias cepas bacterianas y se ha
planteado que el ATP extracelular podria estar implicado en procesos de comunicacion
intercelular entre células eucaridticas y procariotas (Mempin et al., 2013; Xi & Wu,
2010). Por otro lado, seria también interesante estudiar si otros componentes de naturaleza

nucleotidica e implicados directamente en la sefializacion intracelular, pudieran estar
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siendo secretados en vesiculas, como seria el caso de los mensajeros secundario c-di-

GMP o cAMP (Gomelsky, 2011).

Tal como se ha explicado anteriormente, el modelo de formacion de las O-IMVs fue
propuesto por Kurundurungawa & Beveridge (1995) quienes observaron la formacion de
un tipo complejo de MVs en Pseudomonas aeruginosa después de un tratamiento con
gentamicina. Otro estudio realizado mediante Cryo-EM, mostré una vesicula con la
misma estructura que las O-IMVs en A. baumannii cultivado en concentraciones
suboptimas del antibiodtico ceftazidima (Koning et al., 2013). Por esta razon, se planted
caracterizar la formacion de O-IMVs en Pseudomoanas aeruginosa, cultivada en
presencia de antibidticos. Concretamente se emplearon dos antibidticos con mecanismos
de accion diferentes, la colestina que es un lipopéptido que desestabiliza la envuelta
bacteriana ejerciendo un efecto detergente en las membranas celulares y la cefalosporina
ceftazidima, que act@ia inhibiendo la sintesis de peptidoglicano. Se determind el
rendimiento en la vesiculacion de ambos cultivos y no se observd un incremento
significativo en la cantidad de M Vs en los cultivos inducidos con antibioticos respecto al

cultivo control.

Al medir un parametro asociado al contenido citoplasmatico, como el DNA, unicamente
se detectd una mayor secrecion de DNA en vesiculas obtenidas tras la incubacion con
colestina, pudiendo indicar que a pesar de no incrementar el contenido total de MVs
podria estar induciendo la producciéon de O-IMVs. Sin embargo, por Cryo-EM, no se
observaron O-IMVs en la cepa tratada, mientras si se observaron O-IMVs entre las MVs
de la cepa control. Ademads, las OMVs visualizadas de muestras con antibiotico
presentaban las membranas alteradas. En base a los resultados obtenidos, fue imposible
atribuir el incremento en el contenido del citoplasma cuantificado por la medida del DNA,
a una mayor presencia de O-IMVs en los sobrenadantes de la cepa inducida con

antibidticos.

Para poder caracterizar mejor las nuevas O-IMVs era preciso conseguir separarlas del
total de vesiculas. Para ello, se realizo un experimento de ultracentrifugacion con
gradiente de densidad. La presencia de componentes del citoplasma asociado a vesiculas
a lo largo del gradiente fue monitorizada mediante la presencia de un DNA plasmidico.
Los resultados obtenidos mostraron presencia de DNA en todas las fracciones del
gradiente en las que habia MVs, por lo que no se consiguid obtener una fraccion pura de

O-IMVs. Una explicacion seria que a pesar de que las O-IMVs son ligeramente mas
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grandes a las OMVs, sus rangos promedio se encuentran solapados y en consecuencia,
ambas presentan unas densidades similares. Por otra parte, también seria posible que una
pequena porcion de DNA se encuentre asociada a OMVs. Es evidente entonces, que seria
interesante repetir el experimento de separacion de MVs mediante gradientes, pero

utilizando otro marcador de citoplasma, como ATP.

Como alternativa a los gradientes, en los ultimos afios se ha desarrollado la citometria de
alta resolucion para intentar separar las MVs. Ademas, esta técnica presenta la ventaja de
que permite analizar y distinguir diferentes caracteristicas de las particulas en suspension,
permitiendo clasificar los tipos de MVs por otros pardmetros quizas mas adecuados que
la densidad. Sin embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones que discutiremos mas
adelante y no ha sido utilizada en nuestro estudio con la finalidad de separar las O-IMVs

del conjunto de MVs (Nolte-"t Hoen et al., 2012).

En definitiva, las diferentes observaciones realizadas utilizando distintas técnicas de
microscopia han permitido proponer la existencia de un nuevo tipo de vesiculas de
membrana en bacterias gramnegativas que se forman a través de la protuberancia conjunta
de la OM e IM, englobando en su interior material procedente del citoplasma. Para
designar este nuevo tipo de vesicula, propusimos el nombre de outer-inner membrane
vesicle (O-IMV). Su existencia permite explicar la presencia, al menos en parte, de
componentes del citoplasma como proteinas, DNA y ATP detectados en muestras de

vesiculas.

2. ANALISIS ESTRUCTURAL DE UN MUTANTE HIPERVESICULANTE
Y SUS MVs.

El hecho de observar que cambios en las condiciones de cultivo de la bacteria promueven
la secrecion de vesiculas y que éstas actuan en diferentes procesos bioldgicos, sugieren
que la formacion de MVs no sucederia aleatoriamente, sino que existiria un mecanismo
molecular exquisitamente regulado, donde estarian implicados diversos elementos de la
envuelta bacteriana. Inicialmente, los distintos mecanismos de formacion o biogénesis de
las M Vs fueron propuestos a partir de la informacion extraida de los distintos estudios de
los componentes de las MVs, sin llegar a discernir cual era el mecanismo molecular
responsable de la produccion de MVs (Bonnington & Kuehn, 2014; Kulp et al., 2015;
Orench-Rivera & Kuehn, 2016).
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En los tultimos afios, para caracterizar los distintos elementos que participan en la
vesiculacion, se han realizado diversos estudios moleculares que concluyen que la
mayoria de cepas con mutaciones en alguno de los componentes estructurales de la
envuelta bacteriana presentan un incremento en la secrecion de vesiculas, detectado
mediante el aumento en la concentracion de LPS, proteina o lipidos de las muestras de
MVs aisladas. Sin embargo, el aumento en estos componentes también podria generarse
debido a una alteracion de las envueltas bacterianas que incrementaria la presencia de
fragmentos de las membranas celulares en los sobrenadantes. Para descartar esta
posibilidad, normalmente, se realiza un ensayo de supervivencia de la cepa mutante frente
a algin agente toxico o bien, se compara el crecimiento de la cepa mutante respecto la
cepa salvaje, asumiendo que si no se observan diferencias significa que la estabilidad de
la envuelta bacteriana no se encuentra comprometida por la mutacion (Deatherage et al.,

2009; McBroom et al., 2006; Mcbroom & Kuehn, 2007; Roier et al., 2016).

Para confirmar que el incremento en los valores de LPS o proteina son realmente debidos
a un incremento del nimero de MVs en los sobrenadantes, las muestras suelen
visualizarse mediante TEM de tinciones negativas. Habitualmente, se observan unas
estructuras redondeadas formadas por una bicapa, que presentan un diametro
comprendido entre los 20-300 nm que son atribuidos a la presencia de MVs en los
sobrenadantes (Elhenawy et al., 2016; Haurat et al., 2010; Song et al., 2008). De todos
modos y segun lo expuesto en la introduccion, la tincion negativa carece de resolucion
para poder analizar con detalle la estructura vesicular, al no permitir distinguir entre
diferentes tipos de vesiculas o descartar la presencia de fragmentos de membrana

recircularizados.

Un estudio realizado en MVs de Pseudomonas putida DOT-TI1E aisladas de cultivos
bacterianos sometidos a distintas situaciones de estrés, mostraban una composicion
proteica diferente y una mayor cantidad de proteina en comparacion con las MVs control.
Al visualizar las mismas MVs mediante Cryo-EM preparadas por PF, observaron que las
MVs exhibian una estructura amorfa con didmetros muy irregulares y se observaba la
presencia de fragmentos de membrana. Por lo tanto, el incremento en los valores de
proteina o LPS procedia de estructuras vesiculares muy alteradas (Baumgarten et al.,

2012).

Una vez demostrada la idoneidad de las técnicas utilizadas de microscopia electronica

para revelar detalles estructurales de vesiculas, se procedi6 a analizar la estructura de la
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cepa probidtica Escherichia coli Nissle (EcN) y un mutante que presentaba una alteracion
en un componente de la envuelta. La cepa mutante (EcN AtolR) presentaba una delecion
en el sistema tol-pal, que se trata de un complejo de varias proteinas estructurales que se
expande a lo largo de la envuelta bacteriana e interacciona con la proteina OmpA
(Schwechheimer & Kuehn, 2015). Varios estudios, describen que una mutacion en alguno
de los componentes de este sistema, como seria el caso de la proteina tolR, conduce a
fenotipos hipervesiculantes, pero sin alterar la estabilidad de la membrana (Bernadac et

al., 1998; Kulp et al., 2015; Turner et al., 2015).

Los estudios realizados en mutantes tol-pal descartan mediante el seguimiento del
crecimiento bacteriano de la cepa salvaje y la cepa mutante, que el incremento en la
vesiculacion sea debido a una mayor lisis celular generada por una pérdida en la
integridad de la membrana (Kulp et al., 2015). Los resultados obtenidos mostraron que la
cepa EcN salvaje y la EcN AtoIR presentaban unas curvas de crecimiento muy similares
y con el mismo niimero de células viables en el cultivo, determinando que no existian

diferencias en el crecimiento de ambas cepas.

El analisis de los rendimientos vesiculares, mediante el calculo del LPS y lipidos,
determiné una mayor produccién de MVs en la cepa mutante EcN AtolR respecto la cepa
EcN, confirmando el fenotipo hipervesiculante de la cepa mutante. En las tinciones
negativas de las suspensiones de vesiculas, se observo la presencia de MVs en ambas
muestras. Sin embargo, las MVs de EcN AtoIR presentaron un tamafo mas disperso que
las MVs de la cepa salvaje, aunque no se detectaron fragmentos de membrana y tampoco

se visualizaron diferencias estructurales entre las MVs de ambas cepas.

No obstante, el estudio comparativo mediante TEM de HPF-FS y Cryo-EM de EcN y
EcN AtolR, analizando tanto las células como las MVs secretadas, permitié visualizar la
presencia en la cepa ECN AtolR, de vesiculas con morfologias muy dispares y que no se
correspondian con la descripcion de las OMVs clasicas o de las nuevas O-IMVs. Se
observaron MVs que presentaban varias bicapas concéntricas, grupos de 2 o 3 vesiculas
rodeados por una membrana y también, fragmentos recircularizados de membrana.
Mientras que para la cepa EcN cultivada en las mismas condiciones, s6lo se observaron
O-IMVs juntamente con OMVs. Ademas, de la influencia de la mutacion en la morfologia
vesicular, estas observaciones también confirmaron que una cepa probiotica de E.coli

producia el nuevo tipo de vesiculas O-IMVs.
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El ensayo de la internalizacion de las MVs procedentes de EcN y EcN AtolR , mostr6 que
partiendo de la misma la misma cantidad de vesiculas, las MVs obtenidas de la cepa
mutante EcN AtoIR presentaban un menor grado de internalizacion respecto a las MVs
de la cepa EcN. Estos resultados concuerdan con los previamente descritos en las MVs
procedentes de los mutantes Atol y Apal de Helicobacter pylori que mostraron algunas
diferencias en el contenido de proteina, inmunogenicidad y propiedades pro-inflamatorias

entre las MVs de cepas mutantes respecto a la salvaje (Turner et al., 2015).

La distinta internalizacion de las MVs detectada en este trabajo puede estar relacionada
con los distintos tipos de estructuras vesiculares observados en el mutante AtolR. Es
probable, que la presencia de estas estructuras vesiculares sea originada por los esfuerzos
de la bacteria mutante para devolver el equilibrio a la envuelta bacteriana, ya que las
observaciones de TEM por HPF-FS de la cepa EcN AtolR mostraron una estructura
celular alterada. Por lo tanto, aunque la mutaciéon no compromete la viabilidad de la
célula, si que modifica la estructura celular y por lo tanto, podria causar la produccion de
unas estructuras similares a MVs, pero que serian artefactuales y en consecuencia no

podrian ser internalizadas por la célula receptora.

Pronto se cumpliran 20 afios de la publicacion de los primeros estudios moleculares
realizados con mutantes con el objetivo de averiguar el mecanismo de produccion de MVss
(Bernadac et al., 1998). Sin embargo, esta es la primera vez que se describen la presencia
de estos artefactos vesiculares en cepas mutantes hiperpervesiculantes. Probablemente, la
unica razon por la cual no se hayan detectado antes, es porqué se continfian realizando
estudios estructurales de microscopia electronica a partir de muestras preparadas
mediante fijaciones quimicas y tinciones negativas. Asi pues, es necesario un
compromiso dentro de la comunidad cientifica para promover el uso de técnicas
alternativas de microscopicas que permitan preservar la estructura natural de los
organismos para la caracterizacion de nuevos mecanismos de vesiculacion. A parte, es
preciso el analisis de todas aquellas cepas supuestamente hiperproductoras de vesiculas
que han servido para proponer mecanismos de vesiculacion, empleando Cryo-EM y TEM

de HPF-FS.

En los tltimos afos, se han desarrollado un conjunto de nuevas técnicas de microscopia
optica que han conseguido superar el limite de difraccion de la luz y han permitido obtener
imagenes de sistemas bioldgicos vivos con una resolucion cercana de 10 nm. Este

conjunto de técnicas se agrupan bajo el nombre de microscopia de stuper-resolucion, ya
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que consigue visualizar los especimenes biolodgicos con mayor detalle que un microscopio

confocal estandar (Arroyo-Pieck & Peon, 2015).

Un estudio reciente propone un nuevo mecanismo de formacion de MVs en Pseudomonas
aeruginosa mediante el uso de microscopia de stiper-resolucion, que también conduciria
a la encapsulacion de contenido citoplasmatico en el interior de las vesiculas, a través de
una lisis explosiva de la célula. Las visualizaciones mediante microscopia de super-
resolucion muestran que la rotura celular derivada de la lisis celular explosiva, causaria
una liberacion del contenido citoplasmatico que seria englobado en el interior de
“vesiculas” por recircularizacion de la membrana celular. Por lo tanto, incluiria durante
su formacion componentes presentes en el espacio extracelular, como DNA, proteinas del
citoplasma y RNA (Turnbull et al., 2016). Sin embargo, esta técnica tampoco tiene la
suficiente resolucion para determinar el detalle de la estructura de las MVs generadas por
la lisis explosiva. Asi pues, faltaria el estudio mediante TEM de HPF-FS y Cryo-EM para
confirmar que se trata de un nuevo mecanismo de vesiculacion. Ademas, teniendo en
cuenta que este tipo de mecanismo conduciria a la incorporaciéon de material de forma
aleatoria, no explicaria el distinto perfil proteico que muestran las MVs respecto a
extractos celulares. Igualmente, este mecanismo de formacion de MVs no excluiria que
el material procedente del citoplasma también pueda ser incorporado mediante la

secrecion de O-IMVs.

3. SECRECION DE RNA MEDIADA POR VESIiCULAS DE MEMBRANA
MYV5s).

La descripcion de las nuevas O-IMVs ha permitido explicar la presencia de material
procedente del citoplasma en muestras de MVs. Este descubrimiento abre la puerta a
estudiar qué otros componentes del citoplasma podrian ser secretados por la célula

mediante MVs.

En los ultimos afos se ha puesto de manifiesto que el RNA ademas de ejercer su funcion
estandar en la sintesis proteica, también realiza funciones reguladoras, promoviendo
cambios en la expresion génica de la célula (Waters & Storz, 2009). En bacterias, los
RNAs con funciones reguladoras se denominan generalmente small RNAs (sRNAs) y se
ha propuesto que éstos ejercerian un control agil de la fisiologia bacteria, gracias a que
son sintetizados rapidamente, no requieren ser traducidos a proteinas para ser funcionales,

y actuan sobre dianas ya “pre-existentes” en el citoplasma, como proteinas reguladoras o
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mRNAs. Por lo tanto, si esto lo unimos a que las MVs pueden actuar como vehiculos para
la transmision de sefiales entre células, la inclusion de SRNAs y su transferencia mediante

MVs, podria estar promoviendo procesos de comunicacion intercelular.

Recientemente, han sido publicados algunos estudios referentes a la encapsulacion de
RNA en MVs de las bacterias gramnegativas E. coli y Vibrio cholerae (Ghosal et al.,
2015; Sjostrom et al., 2015). También se ha descrito que P. aeruginosa puede transferir
mediante MVs un RNA especifico que promueve la inmunosupresion en la célula
huésped, incrementando las posibilidades de supervivencia de la bacteria (Koeppen et al.,
2016). Una accion similar, se ha descrito en el nematodo patogeno Heligmosomoides
polygyrus, cuyas EVs también inhiben la respuesta inmune del huésped mediante la
transferencia de miRNAs (Buck et al., 2014). Estas evidencias sugeririan que este
mecanismo de transferencia de RNA mediado por vesiculas con el fin de regular la
relacion huesped-patogeno, podria ser una caracteristica compartida tanto en organismos

procariotas como eucariotas (Tsatsaronis et al., 2018).

No obstante, no se han realizado estudios en el contexto de una comunidad bacteriana y
por tanto se desconoce si este tipo de regulacion mediada por sSRNAs en MVs podria
también tener lugar en este entorno mas complejo. En este sentido, se decidio trabajar con
P. aeruginosa, una bacteria modelo para el estudio de la formacion de biofilm y en la
que se han descrito algunos SRNAs que regularian la formacion de estas comunidades
multicelulares, pero siempre ejerciendo una regulacion a nivel intracelular (Kay et al.,
2006; Pusic et al., 2016; Elisabeth Sonnleitner & Haas, 2011). Por lo tanto, si los sSRNAs
fueran incluidos en vesiculas para ser transferidos a una célula receptora, produciendo un
cambio en su expresion génica, se confirmaria que los SRNAs ejercen un papel regulador

también dentro de la comunidad bacteriana.

En base a este razonamiento, se ha desarrollado una segunda parte de este trabajo de tesis
doctoral, con el objetivo de establecer si SRNAs de P. aeruginosa podrian ser secretados
mediante vesiculas y podrian ser transferidos produciendo un cambio en la expresion de

la célula receptora.

La realizacion del estudio centrado en la deteccion y caracterizacion del contenido de
RNA en MVs de Pseudomonas aeruginosa PAOI es bastante novedoso y ha supuesto la
optimizacion de una metodologia especifica, que normalmente no es utilizada para

trabajar con RNA celular. Por esta razdn, debido al esfuerzo notable que se ha realizado,
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se aflade un apartado como Anexo para discutir y puntualizar aspectos sobre la
metodologia empleada para que se tengan en cuenta en futuros estudios relacionados con

el tema y para la valoracion de los resultados obtenidos (Anexo 1).

En primer lugar, se determiné que el RNA se encontraba principalmente interiorizado en
MVs de Pseudomonas aeruginosa PAO1, concretamente el 65%, y éste no estaba unido
a proteinas extracelulares, como sucede en eucariotas (Mateescu et al., 2017). También,
se cuantifico el grado de encapsulacion de tres SRNAs asociados a la formacion de
biofilm, estableciendo que éstos presentaban unos valores de internalizacion distintos.
Para CrcZ y RsmZ se determind que el 60% estaba interiorizado en MVs frente el 25%
de PhrS. Este resultado es interesante ya que el hecho de observar una mayor proporcion
de CrcZ y RsmZ en comparacion con PhrS podria indicar la existencia de un mecanismo
de enriquecimiento especifico de SRNAs en el interior de las MVs. Por otra parte, subraya
la importancia de realizar los estudios sobre la encapsulacion de RNA con vesiculas

tratadas previamente con RNAsa (ver Anexo 1).

Se ha sugerido que las EVs aisladas de organismos ecucariotas empaquetan
especificamente RNAs de pequefio tamaio, sugiriendo la existencia de un mecanismo
concreto para la secrecion activa de RNA mediado por vesiculas. Esta observacion fue
realizada por primera vez por Valadi y colaboradores (2007) en exosomas aislados de
células de mamifero, observando un patron de RNA completamente distinto entre las EVs
y las células productoras. En el estudio que se presenta, la comparacion de los perfiles
electroforéticos de muestras de RNA de MVs y de células, mostré que las MVs
presentaban una mayor proporcion de RNAs de pequeifio tamatfio, situados en la zona de
40 — 80 nt. Descartando la presencia de RNAs de tamafo inferior a 20 nt, que
corresponderian a la fraccion de miRNAs y que han sido detectados asociados a MVs en

otros estudios (Ghosal et al., 2015; Koeppen et al., 2016).

Por el contrario, el RNA mas abundantes en la célula fue el ribosomal, mientras que las
en MVs estaba presente, pero en una proporcion mucho menor que en la célula. Al mismo
tiempo, el analisis del perfil de RNA celular permiti6é confirmar la ausencia de RNAsas
en las muestras al obtener un valor del RIN > 9.5 y por lo tanto, descartando que la
presencia de RNA de pequefio tamafio en MVs fuera originada por una degradacion del

RNA.
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Al observar un patron distinto de RNA entre MVs y células, se procedi6 a realizar una
secuenciacion masiva del contenido de SRNA (RNA-seq) para determinar la naturaleza
del RNA encapsulado y profundizar en las posibles diferencias existentes entre la bacteria
y sus MVs. A diferencia de otros estudios publicados, el analisis de las librerias
preparadas a partir de RNA vesicular, detectdé un elevado numero de secuencias
obteniendo en cada una de las réplicas mas de un 1 millén de secuencias, de las cuales el
90% mapearon contra el genoma de Pseudomonas aeruginosa (Koeppen et al., 2016;
Resch et al., 2016).

El estudio transcriptomico rebeld que las MVs encapsulaban mayoritariamente tRNAs
(55%), seguidos por elementos codificantes para proteinas (13%) (CDS) y por ultimo
sRNA (5%). En cambio, para la célula los biotipos mayoritarios correspondieron a 36%
de CDS, 12% de tRNAs y por ultimo sRNA (5%). Por lo tanto, ambas muestras
presentaban un patréon de RNA completamente distinto de modo que las especies mas

abundantes en MVs no lo eran en la célula.

En el estudio transcriptomio, a pesar de haber empleado una estrategia para enriquecer en
RNA de pequefio tamafio, se han identificado una baja proporcion de sSRNAs, Como
hemos comentado anteriormente, a pesar de que P. aeruginosa es una bacteria modelo
para el estudio y caracterizacion de nuevos SRNAs reguladores, una elevada proporcion
de su genoma contintia sin estar caracterizado funcionalmente (Kung, et al., 2010).
Ademas, hay que tener en cuenta que una caracteristica intrinseca de los SRNAs es que
presentan una baja homologia a nivel de secuencia y por lo tanto, la secuencia por si
misma no tiene suficiente poder de prediccion para distinguir entre las diferentes clases
funcionales de sSRNAs. Todo ello, dificulta enormemente la descripcion de nuevos SRNAs
a partir de estudios transcriptomicos (Susan Gottesman & Storz, 2011; Smirnov et al.,

2016).

En base a estas consideraciones, es probable que un elevado niimero de secuencias que
se alinean con regiones codificantes para proteinas y aquellas que corresponden a
proteinas hipotéticas, puedan corresponder a sSRNAs atn no caracterizados. Por esta
razdn, actualmente se estan analizando los datos obtenidos en la transcriptomica para
comparar las diferencias existentes entre MVs y la célula a nivel de secuencia, lo cual
puede suministrar datos interesantes. Concretamente, se esta realizando un analisis del
“covarage” y posteriormente se buscaran posibles estructuras secundarias en los

candidatos identificados.
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Para la comparacion de las secuencias obtenidas en busca de diferencias en la expresion
es preciso realizar la normalizacion de las librerias. Este analisis permitié identificar
alrededor de 300 transcritos que presentaban una expresion diferencial mayor de log,FC
> 1,5, y entre ellos se encontrd el SRNA CrcZ. Por otra parte, se identificaron 68
transcritos que presentaron un logosFC mayor a 4, por lo que estaban 16 veces mas
expresados en MVs que en la célula. Entre ellos, se detectaron la presencia de los dos
sRNAs con funciones redundantes: RsmZ y RsmY. No obstante, 1o que llam6 mas la
atencion fue que los RNAs mas diferencialmente expresados correspondieron a tRNAs,

concretamente tRNAAP y tRNAM!,

El descubrimiento de tRNAs en vesiculas no es nuevo ya que diversos estudios han
descrito la presencia de tRNAs en muestras de vesiculas tanto de eucariotas como de
procariotas (Tsatsaronis et al., 2018). Incluso, se ha descrito que P. aeruginosa vehiculiza
mediante MVs, un sRNAs derivado de un tRNA responsable de realizar una
inmunosupresion en la célula huésped (Koeppen et al., 2016). Recientemente, se ha
observado que fragmentos pequeiios provenientes del proceso de maduracion de tRNAs,
ejercerian funciones reguladoras y se ha propuesto que actuarian como esponjas
inhibiendo la expresion de ciertos mRNAs mediante una union directa, promoviendo el
silenciamiento de genes de una forma similar a la realizada por los miRNAs. La
generacion de dichos fragmentos iria ligada a situaciones estresantes para la bacteria

(Lalaouna et al., 2015).

Hasta el momento, se han descrito dos clases mayoritarias de tRNAs reguladores. Una
corresponde a los tRNA “halves” que presentan un rango de tamafio comprendido entre
30-35 nt y que proceden del corte del tRNA por la mitad, generando dos fragmentos de
tamafios similares. El otro tipo se denomina “tRNAS-derived fragment” (tRFs) y consiste
en fragmentos pequeiios derivados del procesamiento del tRNA con un tamafio cercano
a los 20 nt. En nuestro estudio los resultados obtenidos en el Bionalyzer permitirian
confirmar que las MVs de P. aeruginosa no contendrian tRFs, ya que no se detectaron
fragmentos de RNA de un tamafio cercano a 20 nt. Sin embargo, para poder confirmar
que las MVs encapsulan tRNAs que han sido procesados seria preciso realizar Northen
Blots de RNA procedente de muestras de MVs y compararlos con los presentes en el
RNA celular. De todos modos, la baja concentracion de RNA en vesiculas es un
impedimento técnico para la realizacion de dicha técnica (Beckmann et al., 2010; Pall &

Hamilton, 2008).
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Es importante tener en cuenta que estas diferencias detectadas en la expresion de ciertos
RNAs podria estar producido por un sesgo generado durante la obtencion del RNA. La
extraccion del RNA vesicular se realiza a partir de un pellet de MVs obtenidas de un
volumen grande de cultivo (500 mL), mientras que la muestra de RNA celular se obtiene
a partir de una pequefia alicuota de cultivo (700 uL), por lo que el “enriquecimiento” de
RNAs podria estar generado por el hecho de aislar el RNA vesicular de un concentrado
de vesiculas. Se podria intentar utilizar los mismos volumenes iniciales, aunque
seguramente no se obtendria una cantidad de RNA vesicular suficiente para realizar la

libreria.

El estudio realizado sobreexpresando CrcZ en la célula y posteriormente aislando sus
vesiculas, mostré que a pesar del aumento de los niveles intracelulares de CrcZ, no se
correspondia con un incremento de CrcZ en muestras MVs. Este hecho indicaria, que la
incorporacion de sSRNAs no sucede de forma pasiva, al menos, para CrcZ. Por otra parte,
los estudios de estabilidad del RNA contenido en las MVs, mostraron que los niveles de
CrcZ se mantenian estables al menos por 24 horas, cuando estd comiinmente aceptado
que los sRNAs a nivel intracelular muestran semividas bastante cortas, comprendidas

entre los 2 minutos hasta un maximo de 1 hora (Vogel et al., 2003).

Por lo tanto, es destacable que los resultados obtenidos en este trabajo, muestren una
elevada estabilidad de los SRNAs en MVs, un contenido distinto de SRNAs y una menor
proporcion de RNA ribosomal en muestras de MVs en comparacion con la célula. Estas
observaciones, inducen a pensar que podria existir un mecanismo molecular que mediara

una secrecion activa de RNA en MVs.

En eucariotas, se ha descrito la existencia de una proteina cuya funcion principal seria la
de incorporar especificamente ciertos miRNAs en exosomas (Villarroya-Beltri et al.,
2013). También se han detectado en EVs de células de mamiferos, el empaquetamiento
de la proteina DICER, encargada de mediar la unién del miRNA a su mRNA
promoviendo su degradacion, de forma muy similar a la funcién que realiza Hfq en

bacterias. (Melo et al., 2014).

Tal como hemos comentado en la Introduccion, la chaperona Hfq es una de las proteinas
principales implicadas en la regulacion post-transcripcional en una gran variedad de
bacterias y se encarga de promover la interaccion antisentido entre el SRNAs con su

mRNA diana (Susan Gottesman & Storz, 2011). Por este motivo, se analizo la posibilidad
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de que la proteina Hfq estuviera presente en muestras de MVs de P. aeruginosa PAO1.
Los resultados mostraron que Hfq no era secretada en MVs o al menos, no en unos niveles
detectables mediante western blot. En el estudio protedmico de MVs procedentes de P.
aeruginosa realizado por Choi y colaboradores (2011) tampoco detectaron su presencia,
sugiriendo que la incorporacion de SRNAs en M Vs seria independiente de la proteina de
union al RNA Hfg. Estos ultimos resultados son destacables, ya que anteriormente se
habia descrito la encapsulacion de pequefios RNA en vesiculas, pero nunca se habian

realizado experimentos para determinar como se pueden incorporar a las mismas MVs.

En definitiva, todos los resultados obtenidos hasta el momento indican que el RNA es
exportado en vesiculas, aunque se desconoce qué utilidad puede tener para la bacteria
dentro del contexto de una comunidad bacteriana. P. aeruginosa es la bacteria modelo
para el estudio de la percepcion de cuérum o Quorum Sensing (QS) bacteriano, que entre
otros procesos regula la transicion entre la fase de vida libre de la bacteria y la formacion
del biofilm. El mecanismo de QS esta regulado por sefiales que se caracterizan por ser
sefales difusibles al medio extracelular y que pueden ser interceptadas por otra célula,
induciendo un cambio en su expresion genética (Jimenez et al., 2012). En estudios de
transcriptomica de P. aeruginosa se ha demostrado que las bacterias que se encuentran
en fase exponencial presentan un patron de expresion génica similar al expresado durante
el estado de vida libre, mientras que la bacteria en la fase estacionaria presenta un patréon
similar al expresado durante la fase de biofilm. Ademas, se ha observado que los SRNAs
CrcZ y RsmZ se encuentran sobreexpresados en el biofilm y en fase estacionaria, mientras

que la expresion de PhrS es menor (Détsch et al., 2012).

En base a este razonamiento, si determinados sSRNAs pudieran ser secretados en MVs y
captados por una célula receptora, estos podrian ser incluidos como un nuevo tipo de sefial
dentro del sistema QS. Por éste motivo, se caracterizo el contenido de SRNAs en MVs
respecto al celular a lo largo de una curva de crecimiento de P. aeruginosa para intentar
establecer una conexion entre el contenido de sSRNAs en MV y el estado fisioldgico en

que se encuentra la bacteria.

En primer lugar, se caracterizé la produccion de MVs a lo largo de una curva de
crecimiento de P. aeruginosa. Generalmente, la cuantificacion de MVs se realiza
mediante el calculo de proteina, LPS o lipidos de los pellets de vesiculas aisladas de los

sobrenadantes de cultivo. Por lo tanto, es preciso aislar las MVs, siendo éste un proceso
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largo y que consume mucho tiempo ( Kulp et al., 2015; Roier et al., 2016; Tashiro et al.,

2010).

Teniendo en consideracion que probablemente la vesiculacion se trate de un proceso
altamente dinamico y estrechamente ligado al estado fisioldgico de la bacteria, su estudio
requiere del uso de técnicas alternativas que permitan un seguimiento frecuente y a tiempo
real de la vesiculacion (Kormelink et al., 2016). En los tltimos afios se ha desarrollado
la citometria de flujo alta resolucion (High-sensitive Flow Cytometry) que permite
cuantificar directamente las MVs a partir de sobrenadantes de cultivo mediante el uso de

fluorescencia (Wieser et al., 2014).

La citometria convencional no permite discriminar particulas que son menores que la
longitud de onda de la luz, haciendo imposible la deteccion de MV por su tamaiio. Como
alternativa, se ha propuesto la tincion de las MVs con marcadores fluorescentes,
permitiendo establecer la fluorescencia como discriminante, detectando todas aquellas
particulas que emitan fluorescencia por encima de un determinado umbral. Por lo tanto,
para detectar las MVs en suspension éstas deben ser marcadas con fluoréforos
extremadamente brillantes y que no presenten fenomenos de autofluorescencia, cuando
el agente de tincion no se encuentre unido a vesiculas. Estas dos caracteristicas las cumple
el marcador FM4-64, que actia intercalandose en la membrana lipidica de las MVs

(Wieser et al., 2014).

Paralelamente, es importante realizar la calibracion del instrumento que se vaya a utilizar
para la cuantificacion de vesiculas, ya que no existe ningin citdmetro especialmente
disefiado para la deteccion de particulas con un diametro inferior a 300 nm. Asi pues,
antes de realizar cualquier determinacion es preciso ajustar ciertos parametros como la
intensidad de excitacion del laser, el ruido del instrumento o la velocidad de flujo (Van

der Vlist, et al., 2012; Wieser et al., 2014).

Con este fin, se evaluaron una serie de diluciones de MVs aisladas para determinar si el
método empleado era suficientemente sensible para numerarlas y detectar el distinto
aporte de MVs en cada dilucion. Los resultados obtenidos mostraron que el nimero de
vesiculas detectado por citometria era proporcional a los valores de proteina y de LPS de
las suspensiones de MVs y no era debida a procesos de autofluorescenia de las MVs, o a

la presencia del agente de tincion en las suspensiones.
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Al realizar el seguimiento de la vesiculacion a lo largo de la curva de crecimiento, se
observo que el numero de M Vs estaba estrechamente ligado al crecimiento bacteriano, ya
que el incremento de la poblacion bacteriana comportaba un incremento en la cantidad de
MVs. Sin embargo, a partir de un determinado punto el incremento fue exponencial,
coincidiendo con la secrecion de piocianina al medio. Al normalizar el nimero de MV
por el nimero de células viables se observd que la tasa de vesiculacién no se mantenia
constante a lo largo de la curva de crecimiento, detectando un incremento en la
vesiculacion entre la transicion de la fase exponencial a la estacionaria (1,6 —1,9 — 2,1),
para después disminuir drasticamente su concentracion (2,3). Unos resultados parecidos
fueron observados en el estudio realizado por Tashiro y colaboradores (2010) en MVs de

P. aeruginosa, utilizando métodos tradicionales para la cuantificacion de MVs.

Sin embargo la valoracion del contenido de RNA en vesiculas por distintos métodos
(Quibit ™, Bioanalyzer , RT-qPCR, RNA-seq), rebeld que la maxima cantidad de RNA
asociado a MVs se producia en plena fase exponencial tardia (1,6), mientras que la
cantidad de RNA disminuia con el tiempo, hasta el punto 2,3, que corresponde al punto
en que la bacteria ha alcanzado la fase estacionaria y en el que practicamente no se detecto
RNA. El estudio transcriptomico mostréo un contenido diferente de RNA entre las
muestras obtenidas al final de la fase exponencial y principio estacionaria, que
encapsulaban mayormente tRNAs, respecto a las MVs obtenidas en fase estacionaria (2,1

-2, 3), que mayormente contenian secuencias que codificaban para proteinas.

Después de la normalizacion de los datos obtenidos de las librerias, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre el contenido de RNA entre los puntos 1,6
— 2,1. Por el contrario, el punto de la curva con una DO de 2,3 era completamente
diferente a los puntos anteriores, con una menor proporcion de RNA y una elevada
variabilidad del RNA internalizado, haciendo imposible su comparacion estadistica.
Mediante RT-PCR de MVs obtenidas en los distintos puntos, se observaron unos
resultados similares, detectando un descenso estadisticamente significativo en el punto
2,3. Paralelamente, no se detectaron cambios en la expresion de sRNAs a nivel
intracelular en ninguno de los puntos. Estos resultados indicarian que el contenido de

RNA en MVs del punto 2,3 vendria dado por una razén bioldgica distinta.

El hecho de no haber detectado diferencias estadisticamente significativas en la expresion
de RNAs en el interior de las MVs a lo largo del tiempo y que la cantidad mayor de RNA

esté asociada al punto de la fase exponencial (1,6), sugiere que las MVs que contienen
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RNAs se producen en un punto especifico del crecimiento bacteriano. Por lo tanto, la
encapsulacion de RNA no se daria por un proceso pasivo, ya que si fuera este el caso, la
cantidad de RNA cuantificada habria de haber sido la misma en todos los puntos
analizados. Los resultados observados inducen a pensar que se producen diversos tipos

de MVs con distinto contenido en funcion de la fase de crecimiento.

Aunque no permita sacar conclusiones, un resultado a destacar en relacion a lo expuesto
anteriormente, es que durante las visualizaciones mediante Cryo-EM de las suspensiones
de MVs obtenidas en los distintos puntos, sélo se detectaron O-IMVs en los puntos 1,6 y
1,9. Se trata justamente de los puntos en que se observa una mayor cantidad de RNA,
indicando que quizas la produccion de O-IMVs podria estar relacionada con la secrecion
de RNA. Sin embargo, seria necesario realizar mas experimentos para poder confirmar

esta relacion.

Un resultado interesante obtenido, es la observacion de que la secrecion de RNA en
vesiculas se produce justo antes de detectar la presencia del pigmento piocianina en los
sobrenadantes de cultivo. Se ha descrito que P. aeruginosa justo en el momento en que
empieza a transitar hacia la fase estacionaria y por lo tanto, a adaptar toda su fisiologia
para formar un biofilm, secreta al medio piocianina. Este pigmento también participa
como molécula senalizadora dentro del sistema de QS y es concretamente una de las
ultimas sefiales a ser sintetizadas tras la activacion del sistema QS. Por ultimo, recordar
que este sistema es activado al alcanzar una determinada densidad celular (Dietrich, et

al., 2006; Papenfort & Bassler, 2016).

El hecho de haber observado en los experimentos una relacion entre la densidad celular,
la activacion del QS y el incremento de la secrecion de RNA mediada por MVs, para
posteriormente desaparecer, apuntaria a la idea de que las MVs estarian de algun modo
facilitando procesos de sefializacion que tendrian lugar entre la fase exponencial y la fase
estacionaria, y por lo tanto, participarian en la transicion entre el estado planctonico y de

biofilm en P. aeruginosa.

Los resultados obtenidos permiten teorizar sobre coémo tendria lugar la regulacion
mediada por sRNAs secretados por MVs. Como se ha comentado, el RNA ejerce una
regulacion rapida sobre mensajes “preexistentes”, por lo tanto las MVs con RNA serian
secretadas justo en el momento que se activa el QS promoviendo el inicio de la transicion

a la fase estacionaria, realizando supuestamente un ajuste rapido de la fisiologia
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bacteriana. Simultaneamente, empezaria la sintesis de las sefiales autoinductoras como
AHL, PQS vy piocianina, que tienen una accién mas sostenida en el tiempo, pero su
produccion requiere de la sintesis de novo de los enzimas de la ruta. También, a medida
que la bacteria se adentra en la fase estacionaria, empieza a secretar otro tipo de MVs que
no contiene RNA. Una vez que las células alcanzaran completamente la fase estacionaria,
las MVs con RNA ya habrian sido captadas por las bacterias del medio. Este suceso de
reabsorcion de las MVs en el punto 2,3 podria explicar el descenso en la cantidad de RNA

y la marcada aleatoriedad detectada en los datos obtenidos en la RNA-seq de este punto.

Por ultimo, se estudi6 la habilidad de las MVs para mediar la transferencia de SRNAs y
determinar si los sSRNAs incorporados a MVs eran funcionales. En estos ensayos se
evalud la trasferencia tanto de RsmZ/Y como de CrcZ, aunque en ninguno de los ensayos
realizados se detectaron cambios en la fluorescencia de la cepa reportera, no pudiendo

confirmar la transferencia de SRNAs por MVs en P. aeruginosa PAO1.

Se ha sugerido que los sRNAs bacterianos serian responsables de realizar un ajuste
delicado de la expresion génica, ya que los fenotipos desarrollados por los mutantes
delecionados para algiin sSRNA no presentan un fenotipo evidente en comparacion con la
cepa salvaje, o bien, el cambio detectado en la expresion es muy ligero (Babski et al.,
2014). Por otra parte, es importante recordar que los sRNAs actuarian de forma
estequiometrica con su diana, ya sea mRNA o proteina, por lo tanto, se requeriria de la
presencia de una gran concentracion de sRNAs para detectar algin cambio en la
fluorescencia. Ademas, el tipo de regulacion que ejercen no es un tipo de sefial activa que
se amplifique con el tiempo, como serian las sefales autoinductoras que participan del
QS. Por todas estas razones, es probable que aunque se diera una transferencia de SRNAs
mediada por MVs, el numero de copias internalizadas no seria suficientes para generar

un incremento significativo en la fluorescencia (Waters & Storz, 2009).

Por otra parte, en Pseudomonas aeruginosa nunca se ha conseguido demostrar la
transferencia de acidos nucleicos mediada por MVs dentro de la misma cepa. Renelli y
colaboradores (2004) evaluaron en esta bacteria, la capacidad de las MVs para transferir
un plasmido que codificaba para una resistencia a antibidtico, y no hallaron las
condiciones para que sucediera la internalizacion de las MVs por la célula receptora. En
cambio, si se ha descrito la adquisicion por parte de P. aeruginosa de plasmidos
incorporados en MVs procedentes de otras cepas, como Aeromonas veronii, Enterobacter

cloacae y E. coli (Tran & Boedicker, 2017). La falta de un protocolo comun para el
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estudio de la transferencia mediada por vesiculas, el desconocimiento de qué factores
promueven la captacion de MVs y el mecanismo que media la incorporacion de los
componentes internalizados en las MVs por la célula receptora, dificultan el
establecimiento de aquellas condiciones que permitan la transferencia de RNA por MVs

y en consecuencia, dificultan su estudio (Hasegawa et al., 2015) .

Por lo tanto, al no haber podido demostrar la transferencia de RNA mediante MVs, no se
puede confirmar que éstas participen en procesos de comunicacion bacteriana a través de
la vehiculizacion de SRNAs. Demostrar la funcionalidad del RNA incluido en vesiculas
seria fundamental para poder atribuir un significado bioldgico a la incorporacion del RNA

en vesiculas.
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1. Las técnicas de Cryo-EM y TEM de HPF-FS han demostrado ser esenciales para
la caracterizacion estructural de vesiculas de membrana permitiendo observar la
presencia de distintos tipos vesiculares.

2. El estudio estructural de TEM de muestras preparadas mediante HPF-FS y Cryo-
EM ha permitido demostrar la existencia de un nuevo tipo de vesicula de
membrana externa en bacterias gramnegativas que deriva no sélo de la membrana
externa bacteriana, sino que también incorpora membrana interna y contenido
citoplasmatico durante su formacion. Proponemos que este nuevo tipo de vesicula
sea denominado vesicula de membrana externa e interna (Outer-inner membrane
vesicle, O-IMV).

3. Las observaciones por TEM de HPF y Cryo-TEM de la cepa ambiental
Shewanella vesiculosa M7" y de las tres cepas patogenas Neisseria gonorrhoeae,
Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Acinetobacter baumannii AB41 y sus
vesiculas, han permitido confirmar que la secrecion de las O-IMVs sucede en
cepas cultivadas en condiciones dptimas de crecimiento tanto en medios so6lidos
como liquidos, descartando que su origen sea debido a la lisis celular.

4. Mediante Cryo-EM se ha establecido que las nuevas O-IMVs son secretadas en
medios liquidos en una menor proporcion respecto las OMVs convencionales, con
una frecuencia aproximada de 1 de cada 1000 para las cepas Shewanella
vesiculosa M7", Pseudomonas aeruginosa PAO1 y Acinetobacter baumannii
AB41.

5. Mediante el inmunomarcaje sobre cortes ultrafinos de MVs aisladas de
Shewanella vesiculosa M7" y Neisseria gonorrhoeae, empleando un anticuerpo
especifico contra DNA, se ha demostrado la encapsulacion de DNA en las O-
IMVs confirmando que las nuevas O-IMVs pueden incorporar material del
citoplasma.

6. El analisis mediante Cryo-EM y TEM de HPF-FS de un mutante de Escherichia
coli Nissle delecionado para la proteina de la envuelta tolR, ha permitido observar
la presencia de artefactos vesiculares ocasionados por la mutacion, descartando
que el incremento detectado en los niveles de proteina, LPS o lipidos sea

producido por un incremento en el nimero de vesiculas funcionales secretadas.
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7.

10.

11.

12.

Las MVs de Pseudomonas aeruginosa PAO1 contienen RNA y el ensayo de
RNAse protection assay, ha demostrado que el RNA se encuentra
mayoritariamente en el interior de las vesiculas y protegido de la accion de
enzimas degradativos externos. El RNA contenido en vesiculas es estable y su
inclusiéon en MVs no depende de la chaperona Hfq.

El analisis de los perfiles electroforéticos del RNA vesicular de Pseudomonas
aeruginosa PAOI junto con la RNA-seq de sRNAs, han confirmado la distinta
naturaleza del RNA encapsulado en M Vs respecto al celular, detectando que las
MVs presentan mayor abundancia de transcritos con un tamafio comprendido
entre los 40 y 80 nucleotidos, correspondiendo mayoritariamente a tRNAs. Los
sRNAs RsmZ, CrcZ y PhrS vinculados a la formacion de biofilm también son
interiorizados en MVs.

El seguimiento del nimero de MVs en una curva de crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa, mediante citometria de alta resolucion, ha permitido confirmar que la
concentraciéon de MVs en los sobrenadantes no es constante durante el tiempo,
detectando un incremento en la vesiculacion durante la transicion de la fase
exponencial a la estacionaria, para después disminuir drasticamente su
concentracion en la fase estacionaria.

La valoracion del contenido de RNA en vesiculas de P. aeruginosa PAOT1 por
distintos métodos (Quibit ™, Bioanalyzer, RT-qPCR, RNA-seq) ha demostrado
que la cantidad méaxima de RNA asociado a MVs se obtiene en la fase exponencial
tardia, mientras que la cantidad de RNA disminuye con el tiempo. Confirmando
que la secrecion de RNA es dependiente de la fase de crecimiento.

El analisis de los datos obtenidos en la RNA-seq no ha detectado diferencias en
el contenido de RNA internalizado en vesiculas de P. aeruginosa PAO1 extraidas
en distintas etapas de la curva de crecimiento.

La sobreexpresion del sSRNA CrcZ de P. aeruginosa PAOI en la célula no
comporta una mayor incorporacion del sSRNA en MVs confirmando que la

incorporacion de RNA es independiente de los niveles intracelulares.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1. DISCUSION DE LA METODOLOGIA EMPLEADA PARA LA
DETECCION Y CARACTERIZACION DE RNA EN VESICULAS.

El trabajar con MVs siempre representa un cierto desafio técnico, a causa de los bajos
rendimientos en la obtencion de MVs a partir de los sobrenadantes y al pequefio tamafio
de las mismas. Ademas, se aflade el hecho de que las vesiculas contienen una minima
cantidad de RNA. Por estos motivos, se han publicado varias revisiones con el fin de
estandarizar los métodos para el estudio de MVs y RNA, ya que en general no se pueden
utilizar las mismas técnicas que para estudiar el RNA celular (Lotvall et al., 2014;

Mateescu et al., 2017).

En primer lugar, es esencial establecer unas condiciones de trabajo que eviten la presencia
del enzima RNAsa y obtener resultados reproducibles. Por ello, se habilité una zona
especial para el tratamiento de las muestras, que ademas disponia de una cabina de flujo
laminar de uso exclusivo. El uso de cabinas, es importante para evitar la contaminacion
microbiologica de los reactivos del kit de extraccion y de las aguas empleadas, que

supondrian un aporte de RNAsas, comprometiendo la integridad del RNA.

La composicion de las membranas vesiculares difiere de la composicion de las
membranas de célula bacteriana, por lo que se recomienda optimizar el kit empleado para
la extraccion del RNA vesicular antes de realizar los estudios funcionales (Zhang et al.,
2010). Por esta razon, se evalud el RNA obtenido procedente de diluciones seriadas de
una misma muestra de MVs y se relaciond con el contenido de proteina o LPS de la
muestra. Los resultados obtenidos permitieron establecer un rango en el cual el aporte de
MVs fue proporcional la cantidad de RNA obtenida. Ademas, mediante el analisis de los
perfiles electroforéticos de RNA vesicular y celular, se comprobo que el kit conseguia

retener tanto la fraccion de RNA de tamafio inferior a 200 nt, como el RNA total.

Otro punto critico a la hora de valorar la concentracion de RNA en vesiculas, es el método
de cuantificacion empleado. Generalmente, las cuantificaciones de acidos nucleicos en la
mayoria de laboratorios se realizan mediante el uso del espectofotometro Nanodrop ®.
Este método de determinacion es facil, ripido y permite realizar una estimacion de la
pureza de la muestra. Sin embargo, s6lo determina la concentracion de aquellas
soluciones que presentan unas concentraciones >10 ng/uL y por lo tanto, carece de la

sensibilidad necesaria para realizar una estimacion del RNA en vesiculas. Asi pues, se



recomienda el empleo de métodos fluorimétricos para la cuantificacion del RNA en
muestras de MVs. Uno de los métodos mas utilizado es el Quibit RNA-HS, con una

sensibilidad >1 ng/uL (Mateescu et al., 2017).

Una alternativa a la cuantificacion por métodos fluorimétricos, es la RT-qPCR. Esta
presenta una mayor sensibilidad, aunque solo permite cuantificar la concentracion de un
sRNAs concreto. Sin embargo, el mayor problema al utilizar esta técnica es que no se
dispone de informacion de genes cuya expresion sea constante en vesiculas, por lo que es
preciso normalizar por algin parametro. En el presente estudio, se decidi6 realizar
cuantificaciones absolutas mediante RT-qPCR de los sRNAs de interés y normalizar por
el aporte de M Vs calculado por el valor de LPS. Otra alternativa que se ha empleado es
normalizar los valores de expresion de un sRNA concreto por el numero de copias
presentes en el citoplasma de la bacteria (Ghosal et al., 2015). Sin embargo, tal como
hemos podido observar en el experimento de induccion de la expresion de CrcZ, no
siempre el nivel de expresion de un sRNA a nivel intracelular comporta un grado de

internalizacion proporcional en MVs.

Para la caracterizacion del tamafio de RNAs presentes en MVs se requiere el analisis de
los perfiles electroforéticos. Para ello, se utilizo el Bioanalyzer con el chip de analisis de
Agilent RNA 6000 Pico, ya que presenta una sensibilidad de 0,05-5 ng/uL. No obstante,
en un estudio realizado en MVs de P. aeruginosa se valoraron los perfiles mediante geles
de agarosa tefiidos con SybrSafe®. Este método no permite caracterizar el RNA que
presenta un tamaio de fragmentos < 200 nt. Ademas, tampoco presenta el rango de
sensibilidad necesario ya que sélo permite visualizar aquellos fragmentos que presentan
de 0,5 hasta 5 ng por banda. Asi pues, el estudio concluyd que el RNA encapsulado
presentaba unos tamafios comprendidos entre los 15 y 50 nt y estaba desprovisto de RNA
ribosomal, cuando en nuestras muestras el tamafio comprendido fue de 40 a 80 nt y se
detecto la presencia de RNA ribosomal, aunque en menor medida que el RNA de pequefio

tamano.

Asimismo, también se realizd la optimizacion del tratamiento externo con el enzima
RNAsa. Por lo general los estudios realizados con MVs de bacterias no realizan un
tratamiento enzimatico de las MVs para eliminar el RNA que pudiera encontrarse en su
exterior. Este punto es critico para confirmar que realmente el RNA se encuentra
interiorizado, y alin mas cuando en el presente estudio se determiné que solo el 65% del

RNA cuantificado se encontraba en el interior de MVs. Probablemente la falta de un



tratamiento externo con RNAsa sea la causa de ciertas incoherencias publicadas en los
articulos de RNA en vesiculas. Concretamente, en el estudio publicado por Ghosal y
colaboradores (2015) describieron que el 90% de las secuencias detectadas en MVs
correspondian a RNA procedente de componentes del medio de cultivo. Por otra parte,
en el estudio publicado por Turnbull y colaboradores (2016) donde se describe la
encapsulacion de contenido del citoplasma mediante la formaciéon de MVs por el
mecanismo de lisis explosiva, muestran un perfil de RNA vesicular similar al RNA
celular. Sin embargo, cabe sospechar que la mayoria de RNA vesicular detectado
realmente procederia de la lisis celular y no estaria asociado a un proceso de secrecion
mediado por vesiculas. Es decir, que la correlacion que obtienen en la expresion de RNA
vesicular con el RNA celular, es probable que se deba una contaminacion de RNA
liberado durante la lisis. Por ultimo, un estudio realizado en MVs de una E. coli
uropatogénica, mostré que la cantidad de RNA ribosomal asociado a vesiculas variaba
entre el 70% y el 99% (Blenkiron et al., 2016). Sin embargo, en nuestras muestras de
transcriptomica se observaron unos porcentajes similares entre réplicas. Por lo tanto,
todas estas evidencias sugieren que el hecho de evitar el tratamiento de RNAsa
conllevaria a la presencia de RNA extracelular que estaria contaminando las muestras de

MYVs, conduciendo a conclusiones erroneas.

Asi pues, es necesario el establecimiento de una metodologia comun de trabajo para el
estudio de RNA aislado de vesiculas de membrana bacteriana y al mismo tiempo,
desarrollar una tecnologia que posibilite la caracterizacion del RNA con una mayor
sensibilidad que la actual, para poder continuar avanzando en nuestro conocimiento sobre

MVs y RNA.
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New Type of Outer Membrane Vesicle Produced by the Gram-
Negative Bacterium Shewanella vesiculosa M7": Implications for DNA
Content

Carla Pérez-Cruz,® Ornella Carrién,? Lidia Delgado,® Gemma Martinez,” Carmen Lépez-Iglesias,® Elena Mercade?

Laboratori de Microbiologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Spain® Crio-Microscopia Electronica, Centres Cientifics i Tecnologics, Universitat de
Barcelona, Barcelona, Spain®

Outer membrane vesicles (OMVs) from Gram-negative bacteria are known to be involved in lateral DNA transfer, but the pres-
ence of DNA in these vesicles has remained difficult to explain. An ultrastructural study of the Antarctic psychrotolerant bacte-
rium Shewanella vesiculosa M7" has revealed that this Gram-negative bacterium naturally releases conventional one-bilayer
OMV:s through a process in which the outer membrane is exfoliated and only the periplasm is entrapped, together with a more
complex type of OMYV, previously undescribed, which on formation drag along inner membrane and cytoplasmic content and
can therefore also entrap DNA. These vesicles, with a double-bilayer structure and containing electron-dense material, were vi-
sualized by transmission electron microscopy (TEM) after high-pressure freezing and freeze-substitution (HPF-FS), and their
DNA content was fluorometrically quantified as 1.8 = 0.24 ng DNA/g OMYV protein. The new double-bilayer OMVs were esti-
mated by cryo-TEM to represent 0.1% of total vesicles. The presence of DNA inside the vesicles was confirmed by gold DNA im-

munolabeling with a specific monoclonal IgM against double-stranded DNA. In addition, a proteomic study of purified mem-
brane vesicles confirmed the presence of plasma membrane and cytoplasmic proteins in OMVs from this strain. Our data
demonstrate the existence of a previously unobserved type of double-bilayer OMYV in the Gram-negative bacterium Shewanella
vesiculosa M7" that can incorporate DNA, for which we propose the name outer-inner membrane vesicle (O-IMV).

In recent years, many studies have been conducted on outer
membrane vesicles (OMVs) produced by Gram-negative bacte-
ria (1). It is now commonly accepted that these small spherical
structures (20 to 250 nm) are extruded from the outer membrane
of the cell and thus contain bacterial lipids, outer membrane pro-
teins, periplasmic content, and other insoluble components that
are delivered to the environment to accomplish several functions.
OMVs are involved in pathogenesis, interspecies communication,
biofilm formation, nutrient acquisition, and DNA transfer (2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10). The presence of DNA inside bacterial OMVs and
the possibility that these structures constitute a new mechanism of
lateral gene transfer have important implications in several areas,
including prokaryotic evolution and in particular the transfer of
antibiotic resistance genes or virulence genes within bacteria (11,
12,13, 14,15, 16, 17, 18, 19). Although reported in several studies,
the presence of DNA in OMVs has remained difficult to explain,
particularly since all the vesiculation mechanisms proposed to
date rule out the presence of any cytoplasmic membrane and
therefore of any cytoplasmic components (1, 6, 18, 20). Clearly,
OMVs encapsulate DNA, but the mechanism of DNA packaging
into OMVs has not been conclusively demonstrated (1, 9, 16).
Various models have been proposed to explain DNA packag-
ing into OMVs (4, 9, 16). In one model, extracellular DNA re-
leased after bacterial lysis is internalized in the vesicles by a mech-
anism similar to that used in bacterial transformation. Renelli and
coworkers reinforced this model by demonstrating that OMVs
can take up “naked” plasmid DNA (16). They also proposed that
exogenous DNA can be internalized by the opening and closing of
a small proportion of OMVs, but the amount of DNA detected
could not be explained if this was the only active mechanism.
Another model involves the incorporation of DNA into OMVs
before their release. In this case, it is assumed that the DNA some-
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how passes from the cytoplasm through the plasma membrane to
be encapsulated within an OMV once in the periplasm. Although
these models have not been sufficiently backed up by experimen-
tal evidence, it has been suggested that probably both these natu-
rally occurring mechanisms are involved in DNA incorporation
into OMVs (8, 9, 16).

A third model was proposed by Kadurugamuwa and Beveridge
(4) to explain the presence of some cytoplasmic constituents in
natural and gentamicin-induced OMVs from Pseudomonas
aeruginosa. They suggested that the peptidoglycan layer can be
weakened by autolysins and that transient and localized breaches
in the peptidoglycan can lead to the formation of what they called
complicated OMVs, which contain both inner and outer mem-
branes as well as cytoplasmic components such as DNA. However,
the images provided by transmission electron microscopy (TEM)
were inconclusive, and the existence of a new type of double-
layered membrane vesicle was not demonstrated.

Since their study, methods for analyzing bacteria with thin-
section TEM have greatly improved (21). Vitrification of speci-
mens by high-pressure freezing (HPF) and freeze-substitution
(FS) preserves structural details almost in the “native” state, and
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this approach is also theoretically the best for preserving structure
under conditions compatible with immunogold labeling (22).
Our research group has used TEM after HPF and FS to show that
cold-adapted Antarctic bacteria produce huge amounts of OMVs
that accumulate in their extracellular matter (23, 24). Specifically,
Shewanella vesiculosa M7" was named on the basis of its consider-
able capacity for producing OMVs (25), which makes it a poten-
tially excellent model for studying the vesiculation process. Previ-
ous structural studies with this strain allowed us to observe that
this Gram-negative bacterium produces different types of OMVs,
including conventional vesicles with a single bilayer and another,
more complex type with a double bilayer and containing electron-
dense material.

We here report TEM, cryo-TEM, and proteomic studies con-
ducted to confirm a new model of vesiculation in S. vesiculosa M7"
that leads to the formation of a different type of outer membrane
vesicle with a double-bilayer structure, which encapsulates DNA
and thus could be involved in DNA transfer.

MATERIALS AND METHODS

Bacteria and growth conditions. All studies were performed with the
cold-adapted Antarctic bacterium Shewanella vesiculosa M7", which
grows at temperatures ranging from —4°C to 34°C. For TEM, Shewanella
vesiculosa M7" was grown on Trypticase soy agar (TSA) (Oxoid) for 5 days
at 15°C, and for OMV isolation, the strain was grown on Trypticase soy
broth (TSB) (Oxoid) for 2 days at 15°C, unless otherwise specified. For
liquid cultures, an orbital shaker at 100 rpm was used.

High-pressure freezing and freeze-substitution (HPF-FS) of S. ve-
siculosa M7". For the TEM observation of S. vesiculosa M7" cells, electron
microscopy analysis of Epon-embedded thin sections was performed as
described by Frias et al. (23). Briefly, bacterial colonies were cryoimmo-
bilized using a Leica EMPact high-pressure freezer (Leica, Vienna, Aus-
tria). Frozen samples were freeze-substituted in a Leica EM automatic
freeze substitution (AFS) system (Leica, Vienna, Austria), where the sub-
stitution was performed in pure acetone containing 2% (wt/vol) osmium
tetroxide and 0.1% (wt/vol) uranyl acetate at —90°C for 72 h. The tem-
perature was gradually increased (5°C/h) to 4°C, held constant for 2 h, and
then finally increased to room temperature and maintained for 1 h. Sam-
ples were washed for 1 h in acetone at room temperature and infiltrated in
a graded series of Epon-acetone mixtures: 1:3 for 2h, 2:2 for 2 h, 3:1 for 16
h, and pure Epon 812 (Ted Pella, Inc.) for 30 h. Samples were embedded
in fresh Epon and polymerized at 60°C for 48 h.

Sectioning and electron microscopy analysis. Ultrathin sections were
cut with a Leica UCT ultramicrotome and mounted on Formvar carbon-
coated copper grids. Sections were poststained with 2% (wt/vol) aqueous
uranyl acetate and lead citrate and examined in a Tecnai Spirit electron
microscope (FEI Company, Netherlands) at an acceleration voltage of 120
kV. Vesicle size was determined with the program analySIS (Soft Imagine
System, Switzerland).

Isolation and purification of OMVs from culture medium. OMVs
from S. vesiculosa M7" naturally secreted into the medium were collected
from broth cultures (500 ml) in the late log phase by an adaptation of the
method described by McBroom and coworkers (26). The cells were pel-
leted by centrifugation at 10,000 X g for 10 min at 4°C, and the superna-
tant was filtered through 0.45-pm-pore-size filters to remove remaining
bacterial cells. OMVs were obtained by centrifugation at 38,400 X g for 1
hat 4°Cin an AvantiJ-20 XP centrifuge (Beckman Coulter, Inc.). Pelleted
vesicles were resuspended in 25 ml of 50 mM HEPES (pH 6.8) and filtered
through 0.45-pm-pore-size Ultrafree spin filters (Millipore). Vesicles
were again pelleted as described above and finally resuspended in an ad-
equate volume of 50 mM HEPES, pH 6.8.

Vesicles were further purified for proteomic analysis using a method
adapted from that described by Horstman and Kuehn (3). The crude
vesicle sample was adjusted to 45% OptiPrep density gradient medium
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(Sigma) in 10 mM HEPES-0.85% (wt/vol) NaCl (pH 6.8) (HEPES-
NaCl). OptiPrep gradients were layered over the 4-ml crude vesicle sam-
ple and centrifuged (100,000 X g, 20 h), and fractions of equal volume
were removed sequentially from the top. A portion of each fraction was
visualized by 12% SDS-PAGE and Coomassie blue staining. Fractions
containing vesicles were pooled, dialyzed with 10 mM HEPES, and con-
centrated with Amicon ultracentrifugal filter devices (Millipore).

DNA immunolabeling of OMV thin sections. S. vesiculosa M7"
OMVs were isolated as described above. Before carrying out HPF-FS and
immunolabeling, vesicle samples were treated with 50 pg/ml DNase I
(Sigma) and 10 mM MgCl, (1 h at 37°C) to remove the DNA outside the
vesicles. HPF-FS of OMVs was done as described above but with the
following modifications to perform further immunolabeling. After HPF,
substitution was performed in pure methanol containing 0.5% (wt/vol)
uranyl acetate at —90°C for 80 h. The temperature was gradually increased
(5°C/h) to —50°C. Samples were then washed for 3.5 h in methanol at
—50°C and infiltrated in a graded series of HM20-methanol mixtures: 1:3
for 3 h, 2:2 overnight, 3:1 for 6 h, and 3 changes of pure HM20 (Electron
Microscopy Sciences) for 48 h. Samples were polymerized at —50°C for 24
h by indirect UV irradiation (360 nm), followed by further hardening at
room temperature for 48 h. Ultrathin sections were obtained as described
above. Colloidal gold DNA immunolabeling was carried out as follows.
Unless specified, washing steps were carried out by floating the grids face
down on drops. Grids with sections were floated on 0.1 M phosphate-
buffered saline (PBS) for 3 min. The grids were blocked on 0.1 M PBS-50
mM glycine and rinsed with 0.1 M PBS, again with 5% bovine serum
albumin (BSA) (Sigma)-0.1 M PBS (1 drop for 3 min and 1 drop for 12
min), and again with 1% BSA-0.1 M PBS (1 drop for 8 s). Next, the grids
were incubated with monoclonal IgM specific for double-stranded DNA
(dsDNA) (clone AC-30-10; Novus Biologicals, Littleton, CO), diluted 1/2
in 1% BSA-0.1 M PBS, for 1 h. Grids were washed for 5 min on 5 drops of
0.25% Tween 20—0.1 M PBS followed by 3 min on 1 drop of 1% BSA—0.1
M PBS. After that, grids were incubated for 30 min with a secondary goat
anti-mouse antibody coupled to 12-nm colloidal gold (lot 84359; Jack-
son) diluted 1/20 in 1% BSA-0.1 M PBS. Grids were washed with 0.1 M
PBS followed by double-distilled water and then floated on 1% glutaral-
dehyde—0.1 M PBS for 5 min. Grids were rinsed with double-distilled
water and dried with filter paper. Finally, grids were poststained with 2%
uranyl acetate—methanol for 5 min, 70% methanol for 3 min, 50% meth-
anol for 3 min, and 30% methanol for 3 min, jet-washed with double-
distilled water, air dried for 20 min, stained with lead citrate for 2 min, and
jet-washed with double-distilled water. Several controls were used. First,
the dsDNA monoclonal antibody was omitted. Second, a primary IgM
monoclonal antibody to Plasmodium falciparum (clone 11B7; Acris Anti-
bodies GmbH) with no affinity for dsSDNA was also employed. Third, the
grids were preincubated at 37°C for 6 h with 1 mg/ml DNase I (Sigma) in
PBS plus 7 mM MgCl,, and then the grids were thoroughly washed with
water before immunolabeling with dsDNA monoclonal antibody.

Fluorometric quantification of DNA. Surface-associated DNA and
DNA contained within OMVs were quantified by the PicoGreen assay
(Molecular Probes). For this purpose, OMVs were collected indepen-
dently from three exponentially growing cultures (500 ml), and DNA was
measured as described by Renelli et al. (16) with some modifications. For
each experiment, two 30-pg protein samples from OMVs were prepared.
One was pretreated with 50 pg/ml pancreatic DNase I (Sigma) and 10 mM
MgCl, (1 hat 37°C) to digest DNA located outside the OMVs, after which
the DNase was inactivated. Both OMV samples were lysed with 0.125%
Triton X-100 solution. Samples were further processed according to the
manufacturer’s instructions, and fluorescence was measured in a Hitachi
F-2000 fluorescence spectrophotometer. Results are expressed as mean =+
standard deviation (SD).

Cryo-TEM. Isolated OMVs were visualized by cryo-transmission elec-
tron microscopy (cryo-TEM). A thin aqueous film was formed by dipping
and withdrawing a bare specimen grid with OMV's resuspended in deion-
ized water. Glow-discharged holey carbon grids were used. The excess
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liquid was blotted with filter paper, leaving thin sample films spanning the
grid holes. These films were vitrified by plunging the grid into ethane,
which was kept at melting point with liquid nitrogen using a Vitrobot (FEI
Company, Eindhoven, Netherlands), and the sample was maintained be-
fore freezing at 100% humidity and at room temperature. The vitreous
sample films were transferred to a Tecnai F20 microscope (FEI Company,
Eindhoven, Netherlands) using a Gatan cryotransfer system (Gatan Inc.,
Pleasanton, CA). Cryo-TEM visualizations were carried out at a temper-
ature between —170°C and —175°C and an accelerating voltage of 200 kV.
Images were acquired using low-dose imaging conditions and an Eagle
4k X 4k charge-coupled device (CCD) camera (FEI Company, Eind-
hoven, Netherlands). The different types of vesicles were analyzed, and the
proportion of each was measured from digital images using the analySIS
software (Soft Imagine System, Switzerland).

Proteomic analysis. A proteomic analysis of purified OMVs was car-
ried out using one-dimensional (1-D) SDS-PAGE and nano-liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis as de-
scribed by Frias et al. (23). Briefly, proteins were in-gel digested with
trypsin, and then tryptic peptides were extracted from the gel matrix,
pooled, and dried in a vacuum centrifuge. Purified peptides were injected
for chromatographic separation in a reverse-phase capillary C,4 column,
and the eluted peptides were subsequently analyzed on a nano-ESI-QTOF
mass spectrometer (Q-TOF Global, Micromass-Waters). Data generated
in PKL file format were submitted for database searching in the MASCOT
server. For the database search, only tandem mass spectra of +2 and +3
charged ions were searched against the NCBI nonredundant protein se-
quence database. Proteins were identified by using the probability-based
Mowse score, and individual ions scores of >53 indicate identity or ex-
tensive homology (P < 0.05). Bacterial protein subcellular localization
was estimated with the software PSORTD v3.0.2 (27).

RESULTS

In TEM observations of S. vesiculosa M7" sections obtained after
HPF-FS, we repeatedly noted the presence of two different types of
OMVs secreted from this strain. The first were conventional
OMVs, surrounded by a bilayer membrane and with diameters
ranging between 25 and 200 nm (Fig. 1A and B). These vesicles
were derived from the outer membrane of S. vesiculosa M7" cells,
as can be clearly observed in Fig. 1A. The vesicle membranes
showed the same bilayer structure, width, and staining profile as
the outer cell membrane. In addition, the OMVs were surrounded
by the same fringe of fine fibers as the cells and contained a low-
electron-density similar material to that in the periplasmic space
of the cells. Unexpectedly, however, in some S. vesiculosa M7" cells
we noted the formation of membrane vesicles in which both the
outer membrane (OM) and plasma membrane (PM) were ex-
truded. During this vesiculation process, we observed that cyto-
plasmic content (CC) also became entrapped within the vesicle
(Fig. 1C to F). Vesicles formed in this way had diameters of be-
tween 100 and 250 nm and two bilayer membrane structures, i.e.,
the external membrane derived from the cell OM and an inner
membrane corresponding to the cell PM, as Fig. 1C to F clearly
depict. Inside this inner membrane, we observed an electron-
dense material similar to that seen in the cell cytoplasm. Although
much less common, these singular double-layered vesicles were
apparent in many of the sections analyzed. They were observed
more frequently out of the cell (Fig. 1D and F), and in a few cases
it was possible to visualize the double-bilayer vesicles precisely at
the moment of formation and before they were detached from the
cell (Fig. 1C and D). Double-bilayer vesicles were observed in
normal cells and not in those that were dividing. They seemed to
bud preferentially from cell polar or subpolar sites but were also
visualized elsewhere in the cell. It was remarkable that when ob-
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served in TEM sections, several of the observed double-bilayer
vesicles showed an elongated shape at the time of formation and
expulsion from the cell, but once liberated, vesicles became almost
round.

The presence of double-bilayer OMVs was also confirmed by
cryo-TEM of thin frozen films of isolated OMVss. For this purpose,
total OMVs from S. vesiculosa M7" were isolated from liquid cul-
tures. Vesicles were collected from exponentially growing cultures
to avoid the presence of lysed cells. Single-bilayer OMVs (Fig. 2,
white arrow) predominated in all observed fields, but double-
bilayer OMVs were also observed (black arrow), always with a
round shape, unlike those in TEM sections. After counting 9,000
vesicles visualized by cryo-TEM of thin frozen foils, we found that
0.1% of the total vesicles corresponded to new double-bilayer
OMVs.

OMVs obtained from liquid cultures of S. vesiculosa M7" were
also used to determine their DNA content before and after DNase
treatment. Vesicles were retrieved by high-speed centrifugation
from three exponentially growing cultures, and DNA was quanti-
fied using the PicoGreen assay, which detects double-stranded
DNA with minimal interference of fluorescence due to RNA or
single-stranded DNA. The DNA content of OMVs was 2.1 = 0.4
ng DNA/ug OMV protein before DNase treatment and 1.8 = 0.24
ng DNA/ug OMV protein afterwards. This result confirmed that
most DNA was inside the vesicles and not surface associated, since
approximately 85% remained after DNase treatment.

To further characterize OMVs from S. vesiculosa M7" and ver-
ify that DNA was within the vesicles rather than surface associated
ina DNase-resistant manner, we performed immunogold labeling
of OMVs with an antibody specific for double-stranded DNA.
Isolated OMVs from exponentially growing cultures were first
treated with DNase before cryoimmobilization and freeze-substi-
tution (HPF-FS) to eliminate DNA present outside the vesicles,
and then the DNA gold-immunolabeling technique was applied to
thin sections of OMVs. TEM observations of Lowicryl HM20 thin
sections of S. vesiculosa M7" OMV:s also showed the presence of
both types: (i) conventional or single-bilayer OMVs that were
rarely marked with gold and contained non-electron-dense material
(Fig. 3A) and (ii) OMVs with two bilayer membranes (Fig. 3B). The
latter showed an external bilayer membrane that corresponded to
the cell OM and an inner membrane also showing a bilayer struc-
ture that corresponded to the cell PM, as depicted in Fig. 1. These
double-bilayer vesicles were filled with an electron-dense mate-
rial, and most of them exhibited a highly visible gold mark
(Fig. 3B). As expected, the gold marker was not seen outside the
vesicles due to previous DNase treatment of OMVs before high-
pressure freezing (Fig. 3A and B). To check that gold immunola-
beling was specific, we performed several control experiments.
First, sections were treated only with the secondary antibody, and
no gold marking was observed (Fig. 3C). Second, we used a pri-
mary I[gM antibody with no affinity for DNA and found that dou-
ble-bilayer OMVs had no gold mark at all (Fig. 3D). Finally, when
grids with sections were preincubated at 37°C for 6 h with 1 mg/ml
DNase and then immunolabeled with the anti-DNA antibody,
gold markers were not detected, showing that the DNA within dou-
ble-bilayer vesicles was degraded by DNase treatment (Fig. 3E).

To identify protein components of S. vesiculosa M7"-derived
OMVs and determine their subcellular localization, we used a pro-
teomic approach with 1-D SDS-PAGE and nano-LC-MS/MS
analysis. For the proteomic analysis, isolated OMVs were further
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FIG 1 TEM micrographs of ultrathin sections from S. vesiculosa M7" prepared by HPE-FS. (A and B) A view of OMVs extruded from cells. Only one bilayer is
observed around the vesicles, with the same structure as the outer membrane (OM) of the cell (arrows). (C) OMVs being released from cells and dragging the
plasma membrane (PM) and a portion of the cytoplasmic content (CC) in addition to the OM. (D) The same type of vesicle observed in panel C but once outside
the cell. (E and F) More views of OMVs that on release have incorporated CC surrounded by the PM. Bars, 100 nm (A, C, E) and 200 nm (B, D, F).

purified on an OptiPrep density gradient to remove contami-
nants. The protein profile and negative staining of S. vesiculosa
M7" purified OMVs are shown in Fig. 4. In Fig. 4B, we can see a
double-bilayer OMV, but as OMVs can collapse on negative stain-
ing, this is not a good technique for a clear analysis of structural
details. Protein bands (Fig. 4A) were excised from the gel and
digested with trypsin. Peptides were separated by liquid chroma-
tography and subsequently analyzed using a nano-ESI-QTOF
mass spectrometer. Data were submitted for database searching in
aMASCOT server and were searched against the NCBI nonredun-
dant protein sequence database. The subcellular localization of
proteins was analyzed using the PSORTb v3.0.2 program (24).
The genome sequence for this bacterium is not available, and pro-
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teins were putatively identified by their similarity to proteins from
related species. Only 46 proteins were identified despite achieve-
ment of good mass spectra with more peptides, which was prob-
ably due to the significant differences between the protein se-
quence of this species and those of its counterparts in the database.
The putative functions and subcellular localization of the proteins
identified in OMVs from S. vesiculosa M7" are summarized in
Table S1 in the supplemental material. As expected, the identified
vesicular proteins were mainly from the outer membrane (OM)
(69.57%), with most of them being TonB-dependent receptors
and porins involved in inorganic ion transport and metabolism.
The two prominent bands observed in 1-D SDS-polyacrylamide
gels belonged to this category (Fig. 4A, see arrows), with the first
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FIG 2 Isolated OMVs from S. vesiculosa M7" observed by cryo-TEM. Two
types of OMVs can be seen. Most vesicles have a single membrane (white
arrow), but occasionally vesicles with two membranes are observed (black
arrow). Bar, 100 nm.

one corresponding to a TonB-dependent receptor (first protein
listed in Table S1 in the supplemental material), while the second
band included more than one protein, also mostly from the family
of TonB-dependent receptors (proteins from rows 2 to 7 in Table
S1 in the supplemental material). The few periplasm proteins
identified (P) (4.35%) were mainly proteases. Another peptidase
was localized as extracellular protein (EC) (2.2%). The proteomic
study also identified the presence within S. vesiculosa M7"-derived
OMVs of cytoplasmic membrane proteins such as cytochrome ¢
oxidase and nucleoside transporters (CM) (6.5%) and cytoplas-
mic proteins such as F,F, ATP synthase and Na™-translocating
NADH-quinone reductase (C) (4.3%). The subcellular localiza-
tion of some proteins, mainly hypothetical, was unknown (U)
(13%).

DISCUSSION

Numerous studies, particularly on pathogenic bacteria, have
shown that OMVs can contain DNA and, in some cases, transfer it
to other bacteria (9, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 19). The discovery that
OMVs can function as a lateral DNA transfer mechanism in bac-
teria has important implications. The mechanism is a plausible
one, since vesicles can protect DNA from degradation outside the
cell and also favor DNA transmission between bacteria by associ-
ation with cell envelopes (9, 19). Despite the great interest gener-
ated by the presence of DNA in bacterial OMVs, the mechanisms
by which DNA is internalized in these vesicles are still not clear (1,
4,8,9,16).

Shewanella vesiculosa M7" is an Antarctic psychrotolerant
Gram-negative bacterium isolated by our research group from
marine sediments collected on Deception Island (South Shetland
Islands) (25). This strain can grow at temperatures ranging from
—4°C to 34°C, and one of its prominent traits is an ability to
produce a huge amount of natural OMVs from solid or liquid
cultures without any inducing factors such as the addition of
membrane-perturbing agents. Consequently, S. vesiculosa M7" is
an excellent bacterium for exploring the vesiculation process.
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Structural analysis of the strain by TEM gave us an insight into
a possible mechanism that would explain the presence of DNA
inside OMVs from a Gram-negative bacterium. What drew our
attention was that among the large number of single-bilayer
OMVs produced by the S. vesiculosa M7T cells, we could see a
different type of vesicle surrounded by a double bilayer and con-
taining electron-dense material. We were able to repeatedly visu-
alize this new type of double-bilayer OMV by TEM after HPF-FS
in many thin sections of cells of this strain.

It was first necessary to rule out that these new vesicles were
artifacts of the microscopic technique. Sample cryoimmobiliza-
tion by rapid cooling and freeze-substitution is an accepted ap-
proach to visualizing samples very close to the native structure
(21) and is also one of the best methods for preserving structure
under conditions compatible with immunogold labeling (22).
Some shrinkage of the specimen is often inevitable and modifica-
tions at the molecular level can occur, but what cannot be attrib-
uted to the technique is the appearance of vesicles, either with one
or with two bilayers. It was particularly remarkable that for some
S. vesiculosa M7 cells, both types of vesicles were captured at the
very moment they were protruding from the cells. Even for the
conventional OMVs described to date, it has proved extremely
difficult to visualize vesicles at this stage of formation, and practi-
cally no quality images are available in the numerous published
reports (8, 15, 20, 28). These double-bilayer vesicles were repeat-
edly observed in sections of S. vesiculosa M7" cells grown on solid
media and among vesicles harvested from liquid cultures in the
exponential growth phase. Moreover, double-bilayer vesicles iso-
lated from liquid media were also observed using the cryo-TEM
technique, in which the specimen was undoubtedly “native” and
free of chemical artifacts. The reliable images produced by state-
of-the-art TEM techniques allowed us to confirm that S. vesiculosa
M7" produces both single-bilayer and double-bilayer OMVs.

The images we obtained of double-bilayer OMVs of S. vesicu-
losa M7" corroborate one of the models proposed by Kaduruga-
muwa and Beveridge (4) to explain how certain macromolecules
in Pseudomonas aeruginosa, such as cytoplasmic enzymes and
DNA, are exported via membrane vesicles. These authors pro-
posed that a transient breach in the peptidoglycan during OMV
development leads to the formation of vesicles that contain both
inner and outer membranes as well as cytoplasmic constituents
such as DNA. Indeed, micrographs produced in the current study
match the model proposed by Kadurugamuwa and Beveridge
(Fig. 5). The mechanism of formation of what they call “compli-
cated” membrane vesicles containing cytoplasmic content implies
a localized and transient action of autolysins that weakens the
peptidoglycan layer just at the point where OMVs are blebbing.
Therefore, the formation of these vesicles supposes an overpro-
duction of peptidoglycan hydrolases, and the authors proved that
P. aeruginosa-derived OMVs were enriched with hydrolyzing en-
zymes, providing vesicles with a lytic activity against other bacte-
ria. Similarly, OMVs of S. vesiculosa M7" induced cell lysis when
brought into contact with several Gram-positive Antarctic bacte-
ria, suggesting the presence of hydrolytic enzymes (data not
shown).

P. aeruginosa-derived OMVs with cytoplasmic content that
were overproduced after gentamicin treatment were larger than
conventional OMVs (4). Although OMYV size is generally accepted
to be highly variable (20 to 250 nm) (1, 21), we observed that
double-bilayer vesicles of S. vesiculosa M7" were also larger than
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FIG 3 DNA immunolabeling on Lowicryl HM20 thin sections of isolated OMVs from S. vesiculosa M7". (A) TEM micrograph showing single-bilayer OMVs
immunolabeled with a monoclonal IgM specific against dsDNA and a secondary goat anti-mouse antibody coupled to 12-nm colloidal gold. No gold mark or
electron-dense material is observed inside these vesicles. (B) TEM micrograph showing double-bilayer OMVs immunolabeled like the vesicles in panel A. The
outer layer corresponds to the outer membrane of the cell (OM) and the inner layer to the plasma membrane of the cell (PM). Vesicles are filled with an
electron-dense material, and gold mark is visualized inside the inner layer. (C) TEM micrograph of OMVs labeled only with the secondary antibody. Single- and
double-bilayer OMV are visualized with no gold mark at all. (D) TEM micrograph of OMVs labeled with a primary IgM monoclonal antibody to Plasmodium
falciparum with no affinity to DNA and a secondary antibody coupled to 12-nm colloidal gold. No gold mark is observed. (E) TEM micrograph of OMVs from
grids preincubated with 1 mg/ml DNase I and then immunolabeled with a dsDNA IgM and a secondary antibody coupled to gold. No gold mark is observed. Bars,
200 nm.

March 2013 Volume 79 Number 6 aem.asm.org 1879



Pérez-Cruz et al.

FIG4 (A) Protein profile of S. vesiculosa M7" purified OMVs using 12.5% 1-D
SDS-PAGE. Numbers on the left correspond to molecular weight (MW) in
thousands. Arrows indicate the two prominent bands detected. (B) Negative-
staining micrograph from purified S. vesiculosa M7" OMVs. A double-bilayer
vesicle can be observed with an inner layer that corresponds to the plasma
membrane (PM) and an outer layer corresponding to the outer membrane
(OM). Bar, 50 nm.

single-bilayer vesicles, with diameters commonly ranging from
100 to 250 nm, which suggests that the two types of OMVs un-
dergo different formation processes.

Of all the OMVs observed in S. vesiculosa M7, 0.1% were
quantified by cryo-TEM as double bilayered, which seems rea-
sonably accurate, since a higher proportion could compromise
cell viability. We should take into account that the formation of
these double-bilayer vesicles implies a perturbation of the in-
tegrity of the peptidoglycan layer, resulting in the loss of both
cytoplasmic membrane and content, which could also lead to
cell death. This proportion was estimated among vesicles re-
trieved from exponentially growing cultures to avoid cell lysis,
which could generate membrane fragments of bacterial enve-
lopes that reseal in solution. We should also point out that no
opened vesicles were observed in the cryo-TEM analysis of
OMVs from S. vesiculosa M7". In future studies it will be inter-
esting to determine if the proportion of double-bilayer OMVs
from S. vesiculosa M7" depends on the growth phase and
growth conditions for this strain.

The proteomic study of OMVs from S. vesiculosa M7" also
confirmed the presence of proteins and enzymes from the plasma
membrane and cytoplasm, thus corroborating that both inner
membrane and cytoplasmic content were included in these new

A MODEL oMV

OM

PM
DNA VWA

vesicles. Other accurate proteomic studies of OMVs from Gram-
negative bacteria have also reported the presence of enzymes from
the plasma membrane and cytoplasm but these studies have not
clarified the mechanism involved (1, 6, 28, 29).

Fluorometric DNA detection confirmed that S. vesiculosa M7"
is capable of exporting dsDNA inside vesicles. The DNA content
of natural OMVs from this Antarctic strain was higher than values
reported for those of Pseudomonas aeruginosa (16) and several
strains of Escherichia coli O157:H7 (15). This can be explained by
the particular ability of S. vesiculosa M7" to produce these double-
layered OMVs with cytoplasmic content and the capacity of the
strain to form a huge amount of vesicles in general. The amount of
DNA within OMVs seems to be a variable parameter within the
same bacterial strain and among different strains of the same bac-
terial species (15), and this variability was also detected in S. ve-
siculosa M7".

The TEM immunolabeling technique with an antibody highly
specific for dsDNA detection clearly demonstrated that the DNA
quantified in S. vesiculosa M7"-derived OMVs was mostly pack-
aged in double-layered vesicles. DNA content reported in OMVs
from different Gram-negative bacteria has been quantified using
other methods, but its presence inside the vesicles has never been
visualized (4, 15, 16) before the present work.

The DNA detected in OMVs from S. vesiculosa M7" was small
(=600 bp), and no plasmids from this strain were detected inside
vesicles (data not shown). For the moment, it is difficult to pro-
pose a role for these double-bilayer OMVs from S. vesiculosa M7"
or to demonstrate if they are involved in DNA transfer within the
strain or between other related strains in the Antarctic environ-
ment, mainly because a genomic sequence of this strain is not
available yet and no genes related to enzymes, virulence factors, or
other proteins have been identified inside OMVs.

We can conclude that S. vesiculosa M7" naturally produces a
previously undescribed type of OMV that contains not only the
outer membrane of the cell but also its plasma membrane and
cytoplasmic content, with the consequent ability to entrap DNA.
We propose the name outer-inner membrane vesicle (O-IMV) for
this new type of double-bilayer OMV. This finding is important
because it corroborates a model proposed by Beveridge’s group to
explain how cytoplasmic components and DNA can be incorpo-
rated into OMVs before they are released from the cell. Future
work will be directed to demonstrating the existence of this new
type of double-bilayer vesicle in pathogenic bacteria for which
DNA transfer through OMVs has been already reported.

HPF-FS DNA IMMUNOLABELLING

FIG 5 (A) Model proposed for the formation of new O-IMVs in Gram-negative bacteria and packaging of DNA. Plasma membrane and cytoplasmic content are
included in the vesicle that is leaving the cell, and DNA can thus be incorporated. (B) TEM micrograph of an S. vesiculosa M7" cell supporting the model in panel
A. (C) TEM micrograph showing an isolated double-bilayer vesicle from this strain after immunolabeling with a dsDNA antibody. OM, outer membrane; PM,
plasma membrane; OMV, outer membrane vesicle; HPF-FS, high-pressure freezing and freeze-substitution. Bars, 200 nm.
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Abstract

Outer-inner membrane vesicles (O-IMVs) were recently described as a new type of
membrane vesicle secreted by the Antarctic bacterium Shewanella vesiculosa M7T. Their
formation is characterized by the protrusion of both outer and plasma membranes, which
pulls cytoplasmic components into the vesicles. To demonstrate that this is not a singular
phenomenon in a bacterium occurring in an extreme environment, the identification of
O-IMVs in pathogenic bacteria was undertaken. With this aim, a structural study by
Transmission Electron Microscopy (TEM) and Cryo-transmission electron microscopy
(Cryo-TEM) was carried out, confirming that O-IMVs are also secreted by Gram-negative
pathogenic bacteria such as Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa PAO1
and Acinetobacter baumannii AB41, in which they represent between 0.23% and 1.2% of
total vesicles produced. DNA and ATP, which are components solely found in the cell
cytoplasm, were identified within membrane vesicles of these strains. The presence of DNA
inside the O-IMVs produced by N. gonorrhoeae was confirmed by gold DNA immunolabel-
ing with a specific monoclonal IgM against double-stranded DNA. A proteomic analysis of
N. gonorrhoeae-derived membrane vesicles identified proteins from the cytoplasm and
plasma membrane. This confirmation of O-IMV extends the hitherto uniform definition of
membrane vesicles in Gram-negative bacteria and explains the presence of components in
membrane vesicles such as DNA, cytoplasmic and inner membrane proteins, as well as
ATP, detected for the first time. The production of these O-IMVs by pathogenic Gram-
negative bacteria opens up new areas of study related to their involvement in lateral gene
transfer, the transfer of cytoplasmic proteins, as well as the functionality and role of ATP
detected in these new vesicles.

Introduction

Membrane vesicles (MVs) are part of a secretion-delivery system used by many Gram-negative
bacteria, which allows the long-distance dissemination of bacterial products into the
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environment and promotes interaction with other cells, thus eliminating the need for bacterial
contact. They are particularly involved in inter-kingdom communication, nutrient acquisition,
maintenance of the biofilm structure, predation and horizontal gene transfer [1]. Furthermore,
MVs from pathogenic bacteria are secreted to deliver toxic compounds directly into the host
cells, enhance bacterial survival in a hostile environment and modulate host immune response.
They are enriched in virulence factors such as LPS, invasins, adhesines, inmunomodulatory com-
pounds and lytic enzymes [2-4]. Vesicles also allow interaction between prokaryotic cells. Most
bacteria package antimicrobial factors into MVs, such as peptidoglycan hydrolases that cause the
lysis of Gram-negative and Gram-positive bacteria, consequently killing competitors [5].

MVs are commonly described as spherical bilayered structures with an average diameter
between 20 and 250 nm, produced when a small portion of the outer membrane (OM) bulges
away from the cell and entraps periplasmic content. Therefore, MVs are mainly composed by
LPS, periplasmic proteins, outer membrane proteins and phospholipids [6]. However, bio-
chemical and proteomic studies have also repeatedly noticed the presence of components from
the plasma membrane and cytoplasm [7]; indeed, some authors have proposed that they are
constitutional components of MVs [8]. The presence of such components has been reported in
many proteomic studies of pathogenic bacteria such as Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Haemophilus influenzae, Francisella
novicida and Neisseria meningitidis [8-15]. Another proteomic study performed by Lee and
co-workers on Escherichia coli also detected cytoplasmic proteins in MVs but not some of the
most abundant proteins in the bacterial cell cytoplasm, suggesting the involvement of a specific
sorting mechanism [16]. Also, when the enzymatic marker for plasma membrane NADH oxi-
dase was assayed in MV from P. aeruginosa, its activity was detected [17].

Cytoplasmic components other than proteins are also found in MVs. The presence of
DNA has been reported in vesicles from Haemophilus influenzae, Yersinia pestis, and Shigella
flexneri [13], [18]. The DNA detected within M Vs originates from multiple sources, including
chromosomic DNA, plasmid DNA and DNA from bacteriophage [19]. Furthermore, MV's
mediate the transfer of virulence genes between E. coli and other enteric bacteria. Antimicrobial
resistance genes can also be exported via MV, as described for N. gonorrhoeae and A.
baumannii [20], [21]. This has led to the suggestion that vesicles may be involved in the
exchange of genetic material among similar bacterial species and might represent a fourth
method of lateral gene transfer [19]. Despite the importance of gene transfer in pathogenic
bacteria via MVs, the mechanism of DNA encapsulation remains unclear [5].

In previous work, we demonstrated by TEM and Cryo-TEM that the Gram-negative bacte-
rium Shewanella vesiculosa M7" naturally produces a new type of outer membrane vesicle,
which can entrap cytoplasmic content through a protrusion of the outer and plasma mem-
branes. A proteomic study of MV's from this strain detected the presence of cytoplasm and
plasma membrane proteins. Moreover, DNA immunogold labeling of ultrathin sections of
these double-bilayered MV's showed that DNA was packaged inside, which proved that cyto-
plasmic content was being delivered by MV formation. These previously undescribed bacterial
structures, which represent a new model of vesiculation, were termed “outer-inner membrane
vesicles” (O-IMVs) [22].

The aim of the current study was to determine whether these new O-IMV’s are exclusive to
the Antarctic bacteria S. vesiculosa M7, or are also secreted by pathogenic Gram-negative bac-
teria whose MV have been repeatedly reported to contain cytoplasmic components and DNA.
For this purpose, three pathogenic bacteria: Pseudomonas aeruginosa PAO1, Acinetobacter
baumannii AB41 and Neisseria gonorrhoeae DSM15130 and their derived MV's were analyzed
by TEM and Cryo-TEM, and the presence of cytoplasmic constituents such as DNA, proteins
or ATP was also evaluated.
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Material and Methods
Bacterial strains and growth conditions

Neisseria gonorrhoeae DMS 15130, Pseudomonas aeruginosa PAO1 and the clinical isolate
Acinetobacter baumannii AB41 were employed for this study. The clinical isolate A. baumannii
AB41was kindly provided by Dr. Jordi Vila from the University of Barcelona. Unless otherwise
stated, for TEM studies, Pseudomonas PAO1 was grown in Tryticase soy agar (TSA, Oxoid) and
A. baumannii in Columbia blood agar (Oxoid), and both were incubated at 37°C for 18h, while N.
gonorrhoeae was grown in chocolate agar (CHOC, Oxoid) at 37°C for 48h. For membrane vesicle
isolation, Pseudomonas PAO1 was grown in Trypticase soy broth (TSB, Oxoid) at 37°C for 5
hours, A. baumannii AB41 in Miieller-Hinton broth (MH, Oxoid) at 30°C for 15h, and both liquid
cultures were incubated in an orbital shaker at 100 rpm. Membrane vesicles from N. gonorrhoeae
were retrieved from confluent cultures grown in chocolate agar plates (CHOC) for 65h at 37°C.

MV lIsolation and purification from culture media

A. baumannii AB41 and Pseudomonas PAO1 naturally secrete MVs into media. MV's from
both strains were collected from broth cultures (500 ml) in the late log phase using an adapta-
tion of the method described by McBroom and coworkers [23]. The cells were pelleted by
centrifugation at 10,000 x g for 10 min at 4°C, and the supernatant was filtered through
0.45-pm-pore-size filters to remove remaining bacterial cells. MV's were obtained by centrifu-
gation at 40,000 x g for 1 h at 4°C in an Avanti J-20 XP centrifuge (Beckman Coulter, Inc.).
Pelleted vesicles were resuspended in 50 ml of 50 mM HEPES pH 6.8 (Sigma) and filtered
through 0.22-um-pore-size Ultrafree spin filters (Millipore). Vesicles were again pelleted and
finally resuspended in an adequate volume of 50 mM HEPES, pH 6.8 (Sigma). MV's from N.
gonorrhoeae were collected from confluent solid cultures grown on CHOC plates. Cells and
MVs from 20 agar plates were resuspended in 15 ml of Ringer % (Sigma) per plate and from
this moment the MV's were obtained as described for liquid media cultures.

For proteomic studies, MVs from N. gonorrhoeae were further purified by ultracentrifuga-
tion in OptiPrep gradients as described by Pérez-Cruz et al. [22].

TEM observation after High-Pressure Freezing and Freeze Substitution
(HPF-FS)

TEM observations of the three strains and their isolated MV's were performed as described by
Pérez-Cruz et al [22]. Briefly, bacterial colonies were cryoimmobilized using a Leica EMPact
high-pressure freezer (Leica, Vienna, Austria). Frozen samples were freeze-substituted in a Leica
EM automatic freeze substitution (AFS) system (Leica, Vienna, Austria), where the substitution
was performed in pure acetone containing 2% (wt/vol) osmium tetroxide and 0.1% (wt/vol) ura-
nyl acetate at —90°C for 72 h. The temperature was gradually increased (5°C/h) to 4°C, held con-
stant for 2 h, and then finally increased to room temperature and maintained for 1 h. Samples
were washed for 1 h in acetone at room temperature and infiltrated in a graded series of Epon-
acetone mixtures, and pure Epon 812 (Ted Pella, Inc.) for 30 h. Samples were embedded in fresh
Epon and polymerized at 60°C for 48 h. Epon-embedded thin sections were examined in a Tecnai
Spirit electron microscope (FEI Company, Netherlands) at an acceleration voltage of 120 kV.

Cryo-TEM observation of pathogenic bacteria cultures and their isolated
MVs

Bacterial suspensions containing MVs from N. gonorrhoeae, Pseudomonas PAO1 and A.
baumannii AB41 were visualized by Cryo-TEM. Pseudomonas PAO1 and A. baumannii AB41
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were incubated overnight in 50 mL of TSB medium. For N. gonorrhoeae, confluent CHOC agar
cultures were incubated for 24 hours and resuspended in 50 ml in PBS. For all strains, a large
part of the cells were gently removed by centrifugation at 3,000 x g for 10 minutes. The remain-
ing cells and MVs from each strain were sedimented from the supernatants by high-speed cen-
trifugation at 40,000 x g for 30 minutes in an Avanti J-20 XP centrifuge (Beckman Coulter,
Inc). The pellet was washed with 50 ml of 50 mM HEPES pH 6.8 and centrifuged again at
40,000 x g. Finally, the pellet was resuspended in an adequate volume of 50 mM HEPES pH 6.8
for Cryo-TEM observation. For that purpose, the suspension was adjusted to a turbidity equiv-
alent to 1 McFarland standard. For Cryo-TEM observation of isolated MV's without cells, sam-
ples were prepared as described in the above method for MV Isolation and purification from
culture media. In all Cryo-TEM analysis, five microliters of the corresponding suspension were
applied on freshly glow-discharged Quantifoil R 2/2 grids (Quantifoil Micro Tools GmbH,
Jena, Germany). The sample was allowed to adhere to the grids for 1 minute. The excess of lig-
uid was then blotted with filter paper, leaving the sample films spanning the grid holes. The
samples were vitrified by plunging the grid into ethane, which was kept at melting point with
nitrogen using a Vitroblot (FEI Company, Eindhoven, Netherlands), and maintained before
freezing at 100% humidity and room temperature. The vitreous sample films were transferred
to a Tecnai F20 microscope (FEI Company, Eindhoven, Netherlands), using a Gatan cryotrans-
fer system (Gatan Inc. Pleasanton, CA). Cryo-TEM visualizations were carried out at a temper-
ature between —170°C and —175°C and at the accelerating voltage of 200kV. Images were
acquired using low-dose imaging conditions and an Eagle 4k x 4k Images charged-coupled de-
vice (CCD) camera (FEI Company, Eindhoven, Netherlands). The different type of vesicles
and the diameters were analyzed using Image J software [24]. Each experiment was performed
in duplicate.

Proteomic analysis of MVs from N. gonorrhoeae

A proteomic analysis of purified MVs from N. gonorrhoeae was carried out using one-dimen-
sional (1-D) SDS-PAGE and nano-liquid chromatography-tandem mass spectrometry
(LC-MS/MS) analysis as described by Pérez-Cruz et al. with some modifications [22]. Briefly,
proteins were in-gel digested with trypsin, and the tryptic peptides were extracted from the gel
matrix, pooled, and dried in a vacuum centrifuge. The dried-down peptide mixture was ana-
lyzed in a nanoAcquity liquid chromatographer (Waters) coupled to an LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Scientific) mass spectrometer. A database was created merging all Uniprot-SwissProt
and Uniprot-TrEMBL entries for Neisseria gonorrhoeae with Uniprot-Swissprot all (September
2013). The software Thermo Proteome Discover (v.1.3.0.339) was used to perform a search by
the Sequest search engine against this database. The results were filtered and only proteins
identified with at least 2 high confidence peptides (FDR< 0.01) were included. Bacterial pro-
tein subcellular localization was predicted with the software PSORTb v3.0.2 [25].

Fluorometric DNA quantification

Surface-associated DNA and DNA contained within MVs were quantified by the PicoGreen
assay (Molecular Probes) as described by Pérez-Cruz et al. [22]. MV were collected from three
independent experiments. For each experiment, two 30-ug protein samples from MV's were
prepared. One was pretreated with 50 pg/ml pancreatic DNase I (Sigma) and 10mM MgCl,

(1 hat 37°C) to digest DNA located outside the OMVs. Both MVs samples were lysed with
0.125% Triton X-100 solution. Samples were further processed according to the manufacturer’s
instructions, and fluorescence was measured in a Modulus Microplate Multimode Reader
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(Turner Biosystems). Each experiment was performed in triplicate and the results were ex-
pressed as mean + standard deviation (SD).

DNA Immunolabeling of MVs from N. gonorrhoeae thin sections

HPEF-FS of isolated MVs from N. gonorrhoeae was carried out as described previously by
Pérez-Cruz et al. [22]. Colloidal gold immunolabeling of Lowicryl-HM20 thin sections was car-
ried out as follows. Grids were pre-treated with a solution of 100 ug/ml proteinase K (Sigma) to
expose the DNA before the immunolabeling. Unless specified, washing steps were carried out
by floating the grids face down on the drops. Grids with sections were floated on 0.1 M PBS for
3 min. The grids were blocked on 0.1 M PBS-50 mM glycine and rinsed with 0.1 M PBS, again
with 2.5% BSA-0.1 M PBS (1 drop for 3 min and 1 drop for 12 min), and again with 1% BSA-
0.1 M PBS (1 drop for 8 s). Next, the grids were incubated with monoclonal IgM specific for
double-stranded DNA (dsDNA) (clone AC-30-10; Novus Biologicals), diluted 1/2 in 0.1%
BSA-0.1 M PBS, for 1 h. Grids were washed for 5 min on 5 drops of 0.25% Tween 20-0.1 M
PBS, followed by 3 min on 1 drop of 0.1% BSA-0.1 M PBS. After that, grids were incubated for
30 min with a secondary goat anti-mouse antibody coupled to 12-nm colloidal gold (lot 84359;
Jackson) diluted 1/20 in 0.1% BSA-0.1 M PBS. Grids were washed with 0.1 M PBS, followed by
double-distilled water and then floated on 1% glutaraldehyde-0.1 M PBS for 5 min. Grids were
rinsed with double-distilled water and dried with filter paper. Finally, grids were post-stained
with 2% uranyl acetate-methanol for 5 min, 70% methanol for 3 min, 50% methanol for 3 min,
and 30% methanol for 3 min, jet-washed with double-distilled water, air dried for 20 min,
stained with lead citrate for 2 min, and jet-washed with double-distilled water. Two controls
were used. First, the dsDNA monoclonal antibody was omitted. Second, the grids were prein-
cubated at 37°C for 16 h with 1 mg/ml DNase I (Sigma) in PBS plus 7 mM MgCl,, and then the
grids were thoroughly washed with water before immunolabeling with the dsSDNA monoclonal
antibody.

Luminescent quantification of ATP

ATP contained in MV's was measured by a BacTiter-Glo Microbial Cell Viability Assay
(Promega). Isolated MV's were retrieved from exponential growing cultures as described above
and samples were stored at —80°C to avoid ATP degradation. Aliquots of each MV preparation
from the three assayed strains were inoculated into the corresponding fresh culture media and
incubated overnight at 37°C to check for bacterial contamination. 100 pl of isolated MV's were
processed according to the manufacturer’s instructions and the luminescence was measured in
Modulus Microplate Multimode Reader (Turner Biosystems). The standard curve was pre-
pared from 1 pM of Adenosine 5-triphosphate sodium salt (Promega) initial solution and
10-fold serial dilutions were done (1 uM to 10 pM). ATP concentrations in MV samples were
determined by comparing the signal emitted with the ATP standard curve for each assay. The
protein concentration of each sample was determined. Each experiment was performed in du-
plicate and the ATP content was normalized by protein concentration.

Results
TEM observation of O-IMVs in pathogenic bacteria after HPF-FS

We performed a structural analysis by TEM to determine if three pathogenic bacteria, N.
gonorrhoeae, Pseudomonas PAO1 and A. baumannii AB41, were able to secrete different types
of membrane vesicles in the same way as we had previously demonstrated in the non-patho-
genic Antarctic bacteria Shewanella vesiculosa M7" [22]. From now on, membrane vesicles
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(MVss) will refer to all the vesicles isolated from one bacterium, outer membrane vesicles
(OMVs) are the conventional single bilayered membrane vesicles, and finally, O-IMV’s refer to
the new double-bilayer membrane vesicles.

TEM observations of ultrathin sections of whole cells obtained from solid cultures after
HPF-FS revealed extracellular matter containing large amounts of MVs. The conventional
OMVs with a single bilayer were predominant, exhibiting the same structure, width, and stain-
ing profile as the outer cell membrane (OM). Less frequently, in sections from each of the three
analyzed bacteria, O-IMV's with a double bilayer were also visualized (Fig. 1). Inside the inner
membrane of the O-IMV's we observed a highly electron-dense material, similar to that seen in
the cell cytoplasm, and small rough areas resembling cytoplasmic ribosomes. Furthermore, in
N. gonorrhoeae we clearly observed an O-IMV precisely at the moment of formation (Fig. 2),
which confirmed that the external membrane derived from the cell OM, and the inner mem-
brane corresponded to the cell plasma membrane (PM). It should be stressed that these O-
IMV's were naturally secreted without the presence of any disturbing factor (e.g antibiotic, che-
lating agents or antibodies), and appeared to pinch off from cells that seemed otherwise un-
damaged and featured intact cell envelopes.

For the same purpose, MV from the three strains grown on liquid cultures were isolated
and analyzed by TEM after HPF-FS (Fig. 3). Although single-bilayer OMVs predominated in
all observed fields, the new O-IMVs were detected in each of the three pathogenic bacteria, and
presented a similar structure, which included a double bilayer surrounding highly electron-
dense material.

Cryo-TEM analysis of pathogenic bacteria and O-IMV observation

To confirm the existence of the new O-IMVss in the three analyzed pathogenic strains, accurate
ultrastructural image data of the bacterial cells and their associated MVs was obtained by
Cryo-TEM in a close-to-native state. Bacterial cell suspensions were obtained from exponen-
tially growing cultures of Pseudomonas PAO1 and A. baumannii, and from confluent solid cul-
tures of N. gonorrhoeae. The suspensions were subjected to gentle centrifugation to eliminate
the majority of the cells. The clarified supernatants were then centrifuged at high speed to sedi-
ment the remaining cells and their MVs. The pellet was resuspended, vitrified and imaged by
Cryo-TEM at —178°C using the low-radiation-dose scheme.

The major features of the cell envelopes of the Gram-negative bacteria, N. gonorrhoeae,
Pseudomonas PAO1 and A. baumannii AB41, were visualized by Cryo-TEM. Since plunge-fro-
zen cells are not cryo-sectioned as in CEMOVIS but are observed whole, their thickness only
allows a good resolution of the outer part of the cell. Outer and plasma membranes, separated
by the periplasmic space in which the peptidoglycan layer was identifiable, were observed (Fig.
4A and B, black squares). The bilayer structure of the outer and plasma membranes was visual-
ized in few cases. Cell membranes from the three strains had a smooth appearance, without
any protuberances that might suggest vesiculation. Secreted MV's were observed in all prepara-
tions (Fig. 4). The conventional OMVs showed the typical single-layer structure and were filled
with a low electron-dense material. In contrast, the new O-IMVs showed two layers with the
same profile as the cell OM and PM, entrapping a highly electron-dense material similar to the
cytoplasmic content of the cell (Fig. 4, white squares). The sample thickness of whole-mounted
plunge-frozen cells (more than 500 nm) made it difficult to simultaneously focus both the cells
and the small vesicles. This was especially the case for small conventional OMVs (about
20 nm), which were hardly observed despite their abundance. In all cryo-fixed samples, cells
presented a well-preserved ultrastructure and no cellular remnants or signs of cellular stress
and cell disintegration were visible.
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Figure 1. MVs visualized by TEM in pathogenic bacteria. HPF-FS sections correspond to the three pathogenic strains grown in solid media: (A) N.
gonorrhoeae, (B) Pseudomonas PAO1 and (C) A. baumannii. O-IMVs (marked with arrows) are observed in the extracellular matter of the three pathogenic
bacteria. O-IMVs in A and B clearly show a double bilayer, which exhibits the same staining profile as OM and PM from the respective cells. The O-IMV inner
membrane encloses a material similar to that seen in the cytoplasm of the respective cells. OM: outer membrane; PM: plasma membrane; CC: cytoplasmic
content. Bars 200 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9001

Quantification of O-IMVs from pathogenic strains by Cryo-TEM

To determine the frequency at which O-IMVs were produced in different pathogenic strains,
and to obtain accurate measurements of the diameters of each type of vesicle, we analyzed
whole plunge-frozen MV samples by Cryo-TEM. MVs from N. gonorrhoeae were obtained
from confluent cultures in solid agar, while Pseudomonas PAO1 and A. baumannii AB4 MVs
were retrieved from exponentially growing cultures. The growth conditions assayed for all the
strains were designed to avoid the presence of circularized membrane fragments from cell de-
bris. The vesicles were obtained from cell-free supernatants according to a standard high-speed
centrifugation protocol that ensures the recovery of even the smallest vesicles.
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Figure 2. An O-IMV being released from the surface of a N. gonorrhoeae cell. (A) The TEM micrograph provides a view of an O-IMV at the moment of its
formation, where the outer membrane (OM) is being extruded, dragging along the plasma membrane (PM) and a portion of the cytoplasmic content (CC). (B)
The same image as A but with the cell envelope outlined to highlight the formation and structure of the O-IMV. Bars, 200 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9002

As in the extracellular matter from the three assayed strains, O-IMVs were also visualized
by Cryo-TEM (Fig. 5, white arrows), although single-layer OMV's predominated in all analyzed
fields. After counting more than 7000 vesicles per strain in two independent experiments, the
percentage of O-IMV's with respect to the total MV's was 0.54% + 0.058 for Pseudomonas
PAO1, 0.23% + 0.056 for A. baumannii AB41, and 1.2% + 0.07 for N. gonorrhoeae. Although
the proportion of O-IMVs observed in N. gonorrhoeae was notably higher, it does not mean

P ﬁ o t: 2 ;

Figure 3. O-IMV visualized by TEM. TEM micrographs from HPF-FS sections of MVs isolated from (A) N. gonorrhoeae, (B) Pseudomonas PAO1 and (C) A.
baumannii. O-IMV's observed in MV preparations from the three strains have certain features in common: all are surrounded by an external bilayer, probably
corresponding to the outer membrane (OM) of the cell, and contain an inner membrane, probably corresponding to the plasma membrane (PM) of the cell,
which entraps a high electron-dense material. In the image of O-IMV's from A. baumannii the putative peptidoglican layer (PG) can be seen. Bars 100 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.g003
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Figure 4. Cryo-TEM visualization of O-IMVs in pathogenic bacteria. Cryo-electron micrographs showing
whole plunge-frozen cells from three pathogenic bacteria, and their derived O-IMVs: (A) N. gonorrhoeae, (B)
Pseudomonas PAO1, and (C) A. baumannii. Whole cells with well-defined envelopes are observed in A and
B (large black squares show a magnified area of cell envelopes). The new O-IMVs in the three analyzed
samples exhibit the same double layer as cells, and are filled with an electron-dense material similar to that
seen in the cell cytoplasm (large white squares show a magnified area of the O-IMV). Conventional OMVs are
also visualized in images A and C (black arrows). OM: Outer Membrane; PM: Plasma membrane; PG:
Peptidoglycan. Bars, 500 nm (A, C) and 250 nm (B).

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9004

this strain produces more of this new type of vesicle, because the vesicles were obtained from
confluent solid cultures and not from liquid cultures, rendering the results incomparable.

The mean diameter and diameter range were also measured for both types of MV's
(Table 1). Although the range of diameters was very broad for each type of vesicle and for each
strain, most OMVs presented a diameter of 40-60 nm for N. gonorrhoeae, 20-40 nm for A.
baumannii and 50-100 nm for Pseudomonas PAO1, while the new O-IMV vesicles were larger,
mostly between 60-100 nm for N. gonorrhoeae, 100-140 nm for Pseudomonas PAOI and 125-
160 nm for A. baumannii. No membrane fragments from lysed cells were observed in thin fro-
zen foils of MV from N. gonorrhoeae and A. baumannii, while only a few were detected in
P. aeruginosa PAO1 MV preparations.

DNA content in MVs from pathogenic bacteria

MVs isolated from exponentially growing cultures were used to measure the DNA content be-
fore and after a DNase treatment. The DNA was quantified by the Picogreen assay, which is an
ultrasensitive method for the detection of double-stranded DNA, with minimal fluorescence
contributed by RNA and single-stranded DNA. The DNA content of MVs from the three ana-
lyzed strains can be seen in Table 2. As expected, the DNA quantified was encapsulated mostly
inside the MV's and protected from hydrolysis by exogenous DNases.

Immunolabeling reveals DNA is packaged inside O-IMVs

To verify that DNA was present in the new O-IMVs and not in conventional OMVs, we per-
formed an immunogold labeling of MV's with an antibody specific for double-stranded DNA.
We used the vesicles isolated from N. gonorrhoeae, since this strain secreted a larger amount of
O-IMVs than the other assayed bacteria. For this assay, thin sections of MV samples were de-
posited onto grids. Before the immunolabeling, the grids were digested with 100 pg/ml of pro-
teinase K for 15 minutes at 37°C to expose the DNA. Both conventional OMV's with a single-
bilayer and the double-bilayer O-IMVs were observed (Fig. 6), and as expected, the gold mark
appeared almost exclusively in the latter, specifically inside the inner membrane of vesicles con-
taining an electron-dense material (Figs. 6A and S1). To check that the gold immunolabeling was
specific, we conducted several control experiments. No gold marking was observed when the pri-
mary antibody was not used (Fig. 6B) or when the grids were pretreated with DNase before the
immunolabeling (Fig. 6C), showing that the DNA within double-bilayer vesicles was degraded
by DNase treatment.

Cytoplasm and plasma membrane components detected in N.
gonorrhoeae MVs by proteomic analysis
Previous proteomic studies of MV’ isolated from P. aeruginosa and A. baumannii reported the

presence of cytoplasmic and PM proteins, although the mechanism by which they are incorpo-
rated in the vesicles has remained perplexing [9], [10]. We carried out a proteomic analysis of
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B N gonorrhoeae Psendomonas PAO1 A, baumannii AB41

Figure 5. Quantification of O-IMV's on thin frozen foils from the total MVs using Cryo-TEM. (A) Overview of a thin frozen foil obtained from A.
baumannii. Single-layer vesicles are highly abundant, while double-layer O-IMVs can be observed in all the tracked fields, but much less often (white arrows).
(B) Cryo-TEM images of thin frozen foils from the MVs of the three assayed strains. Both types of vesicles are observed, the single-layer OMVs and the new
double-layer O-IMVs (white arrows). In A. baumannii O-IMVs, the presence of the putative intact peptidoglycan layer is also observed (PG). Bars 500 nm (A)
and 200 nm (B).

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9005

MVs from N. gonorrhoeae, which has not been described previously, to identify the proteins as-
sociated with vesicles in this pathogenic bacterium and determine their subcellular localization.
Isolated MV's were further purified on an OptiPrep density gradient to remove contaminants.
The 161 proteins detected in the MV's from N. gonorrhoeae were classified according to their
cellular localization, which was established using the bacterial localization prediction software
PSORTbD v3.0.2 (Fig. 7A). OM proteins constituted 18.6% of all proteins identified, and were
mainly associated with the cell wall and membrane biogenesis and transport. Notably, some of
these OM proteins identified in N. gonorrhoeae vesicles are known to act as gonococcal viru-
lence factors, including Pilus-related proteins, opacity-associated (Opa) OM proteins, and the
complement regulatory Neisseria surface protein (NspA). Periplasmic proteins, mainly related
with nutrient transport, were also identified (11.2%). As in nearly all proteomic studies of bac-
terial MV, the proteomic analysis of MV's from N. gonorrhoeae identified proteins from the
PM (13.7%) and the cytoplasm (18%), whose broad range of functions are summarized in Fig.
7B. The most abundant proteins with a known function localized in the PM were a carboxy-
terminal processing protease and the thiol:disulfide interchange protein DsbD involved in the
cytochrome complex assembly. The most abundant proteins identified in the cytoplasm were a
pyruvate dehydrogenase, the 60 kDa chaperonin and the elongation factor Tu. Similar to the
proteome profiles of other bacterial MV's, we found ribosomal proteins, specifically 50S

Table 1. Diameter mean values and diameter ranges expressed in nm from OMVs and O-IMVs for each analyzed strain.

Strain omv O-Imv

Mean * SD Range Mean * SD Range
N. gonorrhoeae 57+ 19 25-140 85 +26 40-170
Pseudomonas PAO1 85+ 28 30-165 135 + 34 55-145
A. baumannii AB41 44 + 32 15-320 109 £ 52 65-260

doi:10.1371/journal.pone.0116896.t001
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Table 2. DNA and ATP quantification in MVs.

Strain DNA? ATP®
(ng DNA / ug prot) (nmol/g protein)
DNase No DNase % DNase protected
N. gonorrhoeae 1.11+0.26 1.87 £ 0.42 59 0.57 £0.27
Pseudomonas PAO1 0.13 £ 0.04 0.20 £ 0.06 65 0.09 £ 0.01
A. baumannii AB41 1.54 £ 0.30 264+1.23 62 2.61+1.07

Data are the means + standard deviations of the average intensity from: (a) three independent assays, (b) two independent assays.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.t002

ribosomal protein L1 and the 30S ribosomal proteins S7 and S9. Few extracellular proteins
were identified (1.2%), and many proteins with unknown subcellular localization or multiple
localization sites were also detected (37.3%), some of them being virulence factors, such as the
IgA1 endopeptidase and proteins from the PilS cassette. The subcellular localization, biological
function and molecular function of each protein identified in MV from N. gonorrhoeae are
available in the Supporting Information (S1 Table).

ATP detection in MV's from pathogenic bacteria

ATP is a cytoplasmic component and is the universal energy currency used in many biological
processes. In recent years, several reports have detected the presence of extracellular ATP in
the culture supernatants of a wide variety of Gram-positive and Gram-negative bacteria, but
the mechanism for its secretion is not clear [26]. We performed an ATP quantification in MVs
isolated from the three pathogenic strains using the BacTiter-Glo Microbial Cell Viability
Assay. This luciferase-based assay correlates the luminescence emitted with an ATP standard
curve. ATP was detected inside the MV’ of each pathogenic strain, and the luminescent signal
obtained for all samples was about 10° Relative light units (RLU). The ATP concentration re-
ferred to protein is detailed in Table 2.

s € <. W i - s SN

Figure 6. DNA gold immunolabeling on Lowicryl HM20 thin sections of HPF-FS isolated MVs from N. gonorrhoeae. (A) TEM micrograph showing an
O-IMV immunolabeled with a monoclonal IgM specific against dsDNA and a secondary goat anti-mouse antibody coupled to 12-nm colloidal gold. The gold
mark is localized inside the inner layer that contains the electron-dense material, which confirms that the DNA is packaged within the new O-IMV. (B) TEM
micrograph of MVs labeled only with the secondary antibody. (C) TEM micrograph of MVs from grids preincubated with 1 mg/ml DNase | and then
immunolabeled with the anti-dsDNA IgM and a secondary antibody coupled to gold. Bars, 100 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9006
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Figure 7. Protein content from the N. gonorrhoeae-derived MVs. (A) Distribution of proteins identified
from the total MV's from N. gonorrhoeae based on their subcellular location. (B) Functional classification of
the 51 proteins predicted to be localized in the cytoplasm and plasma membrane of N. gonorrhoeae cells.

doi:10.1371/journal.pone.0116896.9007

Discussion

The existence of membrane vesicles (MVs) was first discovered by use of electron microscopy
in the 1960s in culture supernatants of Escherichia coli [1]. Since then, the production of vesi-
cles with multiple functions has been widely observed in both prokaryotic and eukaryotic or-
ganisms [27]. In Gram-negative bacteria, these vesicles have been named “outer membrane
vesicles” (OMV’s), and are known to favour virulence and host colonization in many pathogen-
ic bacteria [2].

Although knowledge of OMYV functions in bacteria has increased substantially in recent
years, the mechanism by which vesiculation occurs remains unclear. Current models of vesicu-
lation, which begin with budding events observable by electron microscopy, all coincide that
OMV:s can be defined as small spherical structures of 20-200 nm derived from the bacterial
OM and that they have a common structure comprising an outer lipid bilayer surrounding ma-
terial from the periplasm [1], [27]. This definition of OMVs has remained unchanged since
their discovery, suggesting that Gram-negative bacteria produce a single morphological type of
vesicle. The repeated detection of cytoplasmic components and plasma membrane proteins,
which in accordance with this definition should not be present in the vesicles, has not been ex-
plained [5], [7], [18], [27].

In recent years, improvements in TEM and Cryo-TEM techniques have enabled the imaging
of biological specimens with greatly enhanced resolution. TEM observation of specimens
cryoimmobilized by High Pressure Freezing (HPF) followed by Freeze Substitution (FS) and
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sectioning, together with Cryo-TEM observation of frozen-hydrated specimens, allow visuali-
zation of biological samples close to their native state, enabling us to refine our knowledge of
known bacterial structures and to discover new ones [22], [28], [29]. These techniques allowed
us to visualize the formation of a new type of MV in the Antarctic bacterium Shewanella
vesiculosa M77 [22].

The structural study of the three pathogenic strains by TEM showed extracellular matrices
full of MV, which were mainly conventional OMVs. However, also visualized in several of the
analyzed fields were the new O-IMVs, with a double-bilayer and containing highly electron-
dense material very similar to cytoplasmic content. In addition, small rough areas, very similar
to the ribosomes found in the cell cytoplasm, were also observed in some O-IMVs.

Although analysis of ultrathin sections by TEM after HPF-FS currently allows a good pres-
ervation of cell components and also correctly displays the extracellular matrices, this process
is not completely free of artifacts [22], [29]. For this reason, the three strains were also analyzed
by Cryo-TEM, because this technique is the least artifactual and allows the sample to be visual-
ized close to the natural state, with minimal sample manipulation. For visualization by Cryo-
TEM, bacteria are embedded in a thin layer of water, vitrified by rapid immersion in ethane
and directly visualized by Cryo-microscopy at liquid nitrogen temperatures without any added
contrast agent [30].

Through Cryo-TEM, we were again able to demonstrate that all three pathogenic strains
produce both types of MVs: single layer OMVs and double layer O-IM Vs containing a material
similar to the bacterial cytoplasm. Thus, structural analysis by TEM and Cryo-TEM confirmed
that N. gonorrhoeae, P. aeruginosa PAO1 and A. baumannii AB41 produce more than one type
of MV, showing a predominance of OMVs and a small proportion of the new O-IMVs.

The reason why these new vesicles have not been visualized before is probably their low rate
of production. O-IMV’s constituted close to 0.2% of all vesicles observed in A. baumannii
AB41, about 0.5% in P. aeruginosa PAO1 and 1.2%, in N. gonorrhoeae. Consequently, their de-
tection by TEM and Cryo-TEM required the analysis of many fields. These low proportions of
O-IMVs seem reasonable when considering that their formation involves momentary ruptures
of the cell wall and plasma membrane, which may compromise cell viability. This suggests
their formation and release are rapid processes and extremely difficult to capture. Not surpris-
ingly, there are few images in the literature of the exact moment that a conventional OMYV is re-
leased from a bacterium [6], [31], [32]. It is therefore notable that we were able to visualize the
formation of a new O-IMV in N. gonorrhoeae.

It should also be emphasized that the new O-IMVs and their proportion were analyzed in
samples obtained under optimal culture conditions to prevent cell lysis, which could generate
membrane recircularization leading to artifactual atypical vesicles. Furthermore, all analyses
were carried out in the absence of agents that could alter the cellular integrity, such as antibiot-
ics. This is worthy of mention, since atypical membrane vesicles with a possible resemblance to
O-IMVs have been formed in the presence of antibiotics. For example, Kurundurungawa and
Beveridge observed that after treatment with gentamicin, P. aeruginosa PAO1 had an altered
cellular appearance and produced a complex type of vesicle incorporating PM and cytoplasmic
content [31]. However, the definition of the images provided by this study is too low to distin-
guish whether the vesicles are equivalent to the O-IM Vs spontaneously produced by our test
strains [31]. A study of the A. baumannii strain ATCC19606T by Cryo-electron tomography
also provided images of MV's apparently with a PM and OM, whose production increased
when suboptimal concentrations of antibiotic were added to the cultures [33]. In a Cryo-TEM
study of Borrelia burgdorferi the addition of the borreliacidal antibody OspA induced the for-
mation of very large vesicles containing a material very similar to cytoplasm, which may also
resemble the O-IMVs described here [34]. These observations suggest that O-IMV production
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could be induced by bacteria in stressful or adverse situations. This would be of particular im-
portance in pathogenic bacteria, because an antibiotic treatment or the host immune system
could stimulate the production of new O-IMVs, with implications for the development of bac-
terial infection and the appearance of antibiotic resistance.

The presence of DNA in MVs of N. gonorrhoeae, P. aeruginosa and A. baumannii has been
described [17], [20], [21]. Furthermore, the transfer of antibiotic resistance plasmids by MV's
has been shown in N. gonorrhoeae and A. baumannii. None of these studies resolved the ques-
tion of how the DNA is included in the interior of the vesicles, and to date three possible mech-
anisms have been proposed [22]. Renelli et al suggest that the DNA present in the medium due
to cell lysis can be internalized by a mechanism similar to bacterial transformation [17]. Alter-
natively, the DNA somehow passes through the periplasm of a protected form and is included
in a conventional OMV [31]. This model has never been demonstrated experimentally, al-
though several articles defend its validity [5], [17]. Finally, the third model demonstrated in the
Antarctica strain S. vesiculosa M7" by our group, explains the inclusion of DNA by the forma-
tion of more complex vesicles (O-IMVs), which incorporate both PM and cytoplasmic content,
and therefore also DNA. Our current work shows that this third model can be extended to
other Gram-negative bacteria species, since the O-IMV's formed by the three analyzed strains
internalize DNA in a way that protects it from the action of exonucleases. Furthermore, DNA
immunolabeling with a specific antibody for dsDNA allowed us to visualize and confirm that
the quantified DNA was packaged within the O-IMV’s of the pathogenic bacteria. The type of
DNA in the vesicles could not be distinguished by immunolabeling, although vesicles of N.
gonorrhoeae have been reported to contain both plasmid and chromosomal DNA [20].

The proteomics of MV's have been reported in A. baumannii and P. aeruginosa, but not, as
far as we know, in N. gonorrhoeae strains [9-11]. Thus, the dual aim of our proteomic study
was to identify which proteins were exported in the MVs of N. gonorrhoeae and to determine
their subcellular localization. As in A. baumannii and P. aeruginosa, the proteomic analysis
identified more proteins of the cytoplasm (C) and PM than the periplasm (P) and OM, al-
though in total OM proteins were more abundant than those of the C and PM [9-11]. While
OM and P proteins are considered a natural component of Gram-negative bacteria MVs, the
presence of C and PM proteins lacks a clear explanation.

Some authors attribute the presence of cellular debris to improper preparation of vesicle
samples [1]. Although this is possible, it seems unlikely to have occurred in all the rigorous
studies published [7], [8], [12], [16]. Another possible explanation for the presence of cyto-
plasmic proteins is that some are highly conserved moonlighting proteins, which may have
multiple simultaneous locations and perform more than one biological function. Several
moonlighting proteins, which exercise their primary function in the cytoplasm, have also been
found on the surface of bacteria acting as virulence factors [35], [36]. This would be the case of
some of the proteins identified in the proteomic study of N. gonorrhoeae MVs, such as pyruvate
dehydrogenase, enolase, chaperone DnaK and elongation factor Tu [36], [37]. However, based
on current knowledge, many of the proteins detected in N. gonorrhoeae MVs would be local-
ized exclusively in the cytoplasm or PM, including those associated with the ATP synthase
complex and ribosomal proteins. Finally, a third explanation is that C and PM proteins were
incorporated into the O-IMVs in the vesiculation process.

Another interesting finding in the analysis of the three pathogenic strains was the presence
of ATP inside their MVs. To our knowledge, this is the first time that ATP has been described
in MVs of Gram-negative bacteria. This is a noteworthy feature since ATP is a unique compo-
nent of the cell cytoplasm, being considered the universal energy currency of many biological
processes, such as active transport, nucleic acid synthesis and movement [38]. As in other com-
ponents, the presence of ATP in the O-IMV's can be explained by its incorporation during
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vesiculation, but its functionality remains unclear. However, several of the proteins identified
in the proteome of MV from N. gonorrhoeae, P. aeruginosa and A. baumannii contain ATP
binding sites and require the ATP cofactor to function properly, as is the case of enzymes in-
volved in glycolysis or different chaperones; additionally, several subunits of the ATP synthase
have been identified.

The detection of ATP in MVs raises various issues. On the one hand, there is the possibility
that some of the vesicle proteins maintain their functionality once outside the cell. On the
other, the presence of ATP might contribute to the inter- and intraspecies communication
function of M Vs, since it has recently been postulated that ATP can be used as an intercellular
communication signal by eukaryotic and prokaryotic cells [5], [39]. Moreover, Mempin et al
have found that Gram-negative bacteria release ATP into the culture medium during growth,
although the mechanism remains to be determined [26]. It would be interesting to explore
whether O-IMVss are involved in this secretion.

In conclusion, the production of these new O-IMVs, not only by Antarctic bacteria, but also
by pathogenic Gram-negative bacteria, is significant, as it implies the existence of another ve-
siculation model. Besides their novelty, these vesicles offer an explanation for the presence of
cytoplasmic and inner membrane components repeatedly described in MV's of Gram-negative
bacteria. This assumes particular significance in the case of pathogenic bacteria in which MV's
are associated with the transfer of DNA, toxins and other virulence factors. Future work should
be addressed to confirming the role of these O-IM Vs in pathogenesis and the factors that trig-
ger their formation.

Supporting Information

S1 Table. Proteins identified from N. gonorrhoeae MV's with at least 2 high confidence pep-
tides. Molecular weight (MW); amino acid length (AA); cluster of orthologous groups (COG).
(XLSX)

S1 Fig. DNA gold immunolabeling on Lowicryl HM20 thin sections of HPF-FS isolated
MV:s from N. gonorrhoeae. TEM micrographs showing O-IMVs immunolabeled with a
monoclonal IgM specific against dSDNA and a secondary goat anti-mouse antibody coupled to
12-nm colloidal gold (black arrows). Bars, 100 nm.
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Abstract

Membrane vesicles (MVs) produced by Gram-negative bacteria are being explored for
novel clinical applications due to their ability to deliver active molecules to distant host cells,
where they can exert immunomodulatory properties. MVs released by the probiotic Escheri-
chia coliNissle 1917 (EcN) are good candidates for testing such applications. However, a
drawback for such studies is the low level of MV isolation from in vitro culture supernatants,
which may be overcome by the use of mutants in cell envelope proteins that yield a hyperve-
siculation phenotype. Here, we confirm that a to/lR mutation in EcN increases MV produc-
tion, as determined by protein, LPS and fluorescent lipid measurements. Transmission
electron microscopy (TEM) of negatively stained MVs did not reveal significant differences
with wild type EcN MVs. Conversely, TEM observation after high-pressure freezing followed
by freeze substitution of bacterial samples, together with cryo-TEM observation of plunge-
frozen hydrated isolated MVs showed considerable structural heterogeneity in the EcN folR
samples. In addition to common one-bilayer vesicles (OMVs) and the recently described
double-bilayer vesicles (O-IMVs), other types of MVs were observed. Time-course experi-
ments of MV uptake in Caco-2 cells using rhodamine- and DiO-labelled MVs evidenced that
EcN tolR MVs displayed reduced internalization levels compared to the wild-type MVs. The
low number of intracellular MVs was due to a lower cell binding capacity of the to/R-derived
MVs, rather than a different entry pathway or mechanism. These findings indicate that het-
erogeneity of MVs from folR mutants may have a major impact on vesicle functionality, and
point to the need for conducting a detailed structural analysis when MVs from hypervesicu-
lating mutants are to be used for biotechnological applications.
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Introduction

Commensal and pathogenic Gram-negative bacteria have evolved different systems to contact
host cells. One mechanism is the formation of membrane vesicles that can deliver the cargo to
distant targets in the host [1]. Bacterial membrane vesicles (MVs) are spherical membranous
structures with diameters ranging between 20 and 300 nm. Produced during the normal
growth of Gram-negative bacteria, they enable a protected secretion of proteins, lipids, RNA,
DNA and other effector molecules [2,3]. Many studies with Gram-negative pathogens con-
ducted in the last decade have shown that MV’ are internalized in host cells and contribute to
virulence by delivering cytotoxic factors as well as mediators that interfere with the immune
system [4,5]. When first discovered, MVs from pathogenic bacteria were proposed as vaccines,
and research in this field continues [6-8]. Promising novel therapy applications include using
engineered M Vs expressing antigens from pathogenic strains or as specialized drug delivery
vehicles [9,10].

One drawback for functional and applied studies with MV is the low yield of vesicles
recovered from in vitro culture supernatants. Different strategies have been assayed to improve
yields, such as growing bacteria under stressed conditions, in the presence of antibiotics, or the
use of mutants in components of the cell envelope [11-15]. MV formation takes place after the
outer membrane is detached from the peptidoglycan (PG) located in the periplasmic space.
For this reason, crosslinking of the PG with membrane components is needed for cell stability
and has been studied extensively. The PG interacts with the outer membrane porin OmpA and
with the Tol-Pal protein complex, and establishes covalent cross-linking with Brauns’s lipopro-
tein (Lpp). Under natural conditions, changes in the interaction between these envelope
components without disturbance of the membrane stability are described as crucial for MV
biogenesis. With the aim of increasing MV production, different groups have obtained
mutants in genes encoding cell envelope proteins. Thus, ompA mutants of Escherichia coli, Vib-
rio cholerae, and Acinetobacter baumannii [16-18], as well as tol-pal mutants of E. coli and
Helicobacter pylori [19,20] have been reported as “hypervesiculating” strains, suitable for a
high production of MVs under different growth conditions. A recent study analyzing MV pro-
duction by the mutant strains of the Keio Collection identified around 150 genes involved in
the vesiculation process. It was shown that mutations altering outer membrane structures gen-
erally lead to hypervesiculation phenotypes [21].

There is a need to characterize and quantify the MV obtained from over-producing phe-
notypes. Different methods have been used to measure vesiculation levels but generally
without clarifying the MV structure and composition [1]. In most published studies, MV
morphology and integrity is revealed by transmission electron microscopy (TEM) micro-
graphs from negatively stained MVs [13,19,22,23]. Although this technique is useful to con-
firm the presence of MV, the resolution is insufficient to visualize irregular or atypical MVs,
which may be obtained when working with genetically manipulated strains. Hypervesiculat-
ing mutants can produce atypical MVs, which may have surface antigens with a different
conformation or display altered immunogenicity, self-adjuvation, or uptake by host cells.
The variability caused by these features can affect studies evaluating the application of MV's
in different fields [8-10].

In recent years, improvements in TEM and cryo-TEM techniques have enabled the imaging
of biological specimens with greatly enhanced resolution. TEM observation of specimens
cryoimmobilized by High Pressure Freezing (HPF) followed by Freeze Substitution (ES) and
sectioning, together with cryo-TEM observation of frozen-hydrated specimens, allow visuali-
zation of biological samples close to their native state, enabling us to refine our knowledge of
bacterial structures [24,25]. These techniques enabled us to visualize the formation of a new
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type of MVs in environmental and pathogenic bacteria [26,27], and may therefore be useful to
characterize the fine structure of MVs from hypervesiculating strains.

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) is a probiotic used for the treatment of intestinal disor-
ders. Its MVs modulate the cytokine /chemokine response of epithelial and immune cells in
different in vitro and ex vivo models [28]. Moreover, engineered MVs derived from EcN are
being analyzed as recombinant subunit antigen carriers for the development of pathogen-
mimetic vaccines [29]. In this work, we constructed a folR mutant derived from this probiotic
strain. We analyzed the growth and vesiculation capacity of the EcN tolR mutant, and structur-
ally characterized its MVs. For this purpose, wild type and fo/R mutant EcN, as well as their
derived MVs, were analyzed by TEM after HPF-FS and cryo-TEM. MV uptake by Caco-2 cells
was analyzed as a functional parameter to evaluate whether EcN folR-derived M Vs are effi-
ciently internalized by intestinal epithelial cells.

Materials and Methods
Bacterial strains and cell growth

The probiotic strain EcN (serotype O6:K5:H1) was provided by Ardeypharm GmbH (Her-
decke, Germany). The mutant strain EcN folR was constructed in this study by P1-transduc-
tion from E. coli strain TPS300 (tolR::Qcm). Gene disruption was confirmed by PCR (S1 Fig).
This mutation does not cause polarity to downstream folAB genes [30]. For growth monitoring
and MV production, EcN and EcN folR were routinely grown at 37°C in Luria-Bertani broth
(LB) in an orbital shaker at 250 rpm. Chloramphenicol (Cm) was added to the medium at

20 pg/ml final concentration. For HPF-FS methods, cells were grown on Trypticase Soy Agar
(TSA, Oxoid) for 18 h at 37°C. Growth was monitored by measuring the optical density (OD)
at 580 nm. Bacterial cells were counted by plating serial dilutions on LB agar plates.

Isolation of MV's

MVs were isolated from culture supernatants as described previously [31]. Briefly, bacterial
cells were grown aerobically in LB for 15 h and pelleted by centrifugation at 10,000 x g for 20
min at 4°C. The supernatants were filtered through a 0.22 um-pore-size filter (Millipore) to
remove residual bacteria and concentrated by centrifugation in a 100K Centricon® Plus-70 fil-
ter device (Millipore), followed by an additional filtration step. MVs were recovered by centri-
fugation at 150,000 x g for 1 h at 4°C, washed and resuspended in phosphate buffered saline
(PBS). MV were again pelleted (150,000 x g, 1 h) and finally resuspended in an adequate vol-
ume of PBS. Sterility of samples was assessed on TSA agar plates.

Quantification of MVs

MVs produced by EcN and EcN tolR from 1L of culture were quantified by three different
methods. Protein concentration was measured by the Lowry method [32]. LPS content was
quantified by the Purpald assay as described previously, using KDO as a standard [33]. Lipid
content associated with MVs was determined using the lipophilic fluorescent dye FM4-64
(Thermofisher) as described previously [34]. Briefly, a portion of the sterile resuspended MV's
was incubated with FM4-64 (5 ug/ml in PBS) for 10 min at room temperature. MVs alone and
the FM4-64 probe alone were used as negative controls. After excitation at 515 nm, emission
at 640 nm was measured with the multiplate reader SYNERGY HT (Biotek). Fluorescence was
normalized by colony forming units (CFU), determined by the dilution plating method. All
quantifications were done by triplicate in three independent experiments.
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Protein identification by LC-MS/MS

MYV samples (10 pg protein) were separated by 10% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) [35], and protein bands were visualized by staining with Sypro®
Ruby Protein Gel Stain (Molecular Probes™), following the protocol of the manufacturer. Dif-
ferential protein bands between samples were excised for protein identification at the Proteo-
mic Platform at The Scientific Park of Barcelona. Protein bands were digested with trypsin and
analyzed in a NanoAcquity (Waters) coupled to LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific)
mass spectrometer essentially as described previously [31]. Data were acquired in raw data for-
mat using the software Thermo Xcalibur (v.2.2). A database was created by merging the pro-
tein entries present in the public database Swiss-Prot E. coli (v. 10/10/2016) with a database
containing all entries for E. coli Nissle 1917 from NCBI (v. 10/10/2016). The raw files obtained
in the mass spectrometry analyses were used to search the database described above. The soft-
ware used was Proteome Discoverer (v.1.4.1.14), with Sequest HT as the search engine. Both
target and decoy databases were searched to obtain a false discovery rate (FDR) in order to dis-
criminate between correct and incorrect peptide spectrum matches, using the same q-values as
previously described [31]. The lists of identified proteins for each sample are provided as Sup-
porting Information (S1 Table).

Western Blotting of Lipopolysaccharide (LPS)

Western blot analysis of LPS was performed as described previously, using specific antibodies
against E. coli LPS (Abcam) (1:5,000 dilution, overnight at 4°C) and donkey anti-rabbit immu-
noglobulin horseradish peroxidase-linked (GE Healthcare) as a secondary antibody (dilution
1:15,000, 1 h at room temperature) [28]. The protein-antibody complex was visualized using
the ECL Plus Western blotting detection system (GE Healthcare).

Negative staining and TEM

Isolated MVs were examined by TEM after negative staining as described previously [36]. For-
mvar/carbon-coated copper grids were activated by UV light. Isolated MV's were adsorbed on
grids for 1 min and then washed with distilled water. Grids were stained with 2% uranyl ace-
tate for 1 min. After rinsing, grids were viewed with a Tecnai Spirit electron microscope (FEI
Company, Netherlands) at an acceleration voltage of 120 kV.

TEM observation after HPF-FS

TEM observation of EcN and EcN tolR strains after HPF-FS was performed as described previ-
ously [34]. For this purpose, cells were grown on TSA agar plates at 37°C for 18 hours. Briefly,
bacterial colonies were cryoimmobilized using a Leica EMPact high-pressure freezer (Leica,
Austria), and were freeze-substituted in a Leica EM automatic freeze substitution (AFS) system
(Leica, Austria), where the substitution was performed in pure acetone containing 2% (w/v)
osmium tetroxide and 0.1% (w/v) uranyl acetate. Samples were embedded in Epon 812 (Ted
Pella, Inc.). Epon-embedded thin sections were examined in a Tecnai Spirit electron micro-
scope (FEI Company, Netherlands) at an acceleration voltage of 120 kV.

Cryo-TEM analysis of isolated MV's

For cryo-TEM observation of isolated MV, samples were prepared as described above for MV
isolation from liquid cultures. Cryo-TEM analysis was performed as described previously [27].
Briefly, MV suspensions (5 ul) were applied on freshly glow-discharged Quantifoil R 2/2 grids
(Quantifoil Micro Tools GmbH, Germany) and allowed to adhere for 4 min. The samples
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were vitrified using a Vitroblot (FEI Company, Netherlands), and were transferred to a Tecnai
F20 microscope (FEI Company, Netherlands), using a Gatan cryotransfer system (Gatan Inc.
CA, USA). Cryo-TEM visualizations were carried out at a temperature between —170°C and
—175°C and at the accelerating voltage of 200 kV. Images were acquired using low-dose imag-
ing conditions and an Eagle 4k x 4k Images charged-coupled device (CCD) camera (FEI Com-
pany, Netherlands).

MYV internalization by Caco-2 cells. The human colonic cell line Caco-2 (ATCC HTB-
37) was obtained from the American Type Culture Collection. Cells were cultured in Dulbec-
co’s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose supplemented with 10% (v/v) fetal
bovine serum, 25 mM HEPES, 1% non-essential amino acids and penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 ug/ml) (Gibco BRL). Cultures were incubated at 37°C with 5% CO,.

To monitor MV internalization in intestinal epithelial cells, MV's were fluorescently labelled
with octadecyl rhodamine B-R18 (Life Technologies) as described previously [28]. MVs, puri-
fied as described above, were washed with PBS, resuspended in labelling buffer (50 mM
Na,COs3, 100 mM NaCl, pH 9.2) in the presence of 1 mg/ml octadecyl rhodamine B-R18 and
incubated for 1 h at 25°C. Labelled MVs were pelleted by centrifugation at 150,000 x g for 1 h
at 4°C, resuspended in PBS (0.2 M NaCl) and washed twice to fully remove the unbound dye.
After a final centrifugation step, the rhodamine-labelled MV's were resuspended in PBS (0.2 M
NaCl) containing a protease inhibitor cocktail (Complete Protease Inhibitor Tablet, Roche)
and stored at 4°C for up to 6 weeks.

MYV internalization assays were performed using Caco-2 cells (18-20 days post-confluence)
grown in a 96-well black plate (Corning Incorporated, Costar™). Prior to the assay, the
medium was replaced with rhodamine B-R18-labelled MV’ (1 ug protein/well) suspended in
DMEM medium in the absence of phenol red and FCS. Cells were incubated at 37°C and fluo-
rescence was measured over time using a Modulus™ Microplate Fluorometer (Turner BioSys-
tems) (Ex 570 nm; Em 595 nm). Fluorescence intensity was normalized by the fluorescence of
labelled MV in the absence of epithelial cells. To determine the mechanism involved in the
internalization process, Caco-2 cells were pre-treated with the endocytosis inhibitors chlor-
promazine (15 pg/ml) or filipin IIT (10 pg/ml) for 1 h at 37°C prior to the addition of labeled-
MVs. Control cells were not treated with the inhibitors.

MYV internalization was assessed by confocal fluorescence microscopy as previously
described [28,37]. Briefly, Caco-2 cells were grown in an 8-well chamber slider (ibidi) and
incubated with rhodamine B-R18-labelled MV (1 pg) at 37°C for 1 h, and then washed with
PBS. Nuclei were labelled with DAPI. To visualize cell boundaries, the peripheral zonula occlu-
dens ZO-1 protein was stained using anti-ZO-1 rabbit IgG antibody (Invitrogen) and Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (Invitrogen). Confocal microscopy was carried out
using a Leica TCS SP5 laser scanning confocal spectral microscope with a 63x oil immersion
objective lens. Images were captured with a Nikon color camera (16 bit). Fluorescence was
recorded at 405 nm (blue; DAPI), 488 nm (green; Alexa Fluor 488), and 546 nm (red; rhoda-
mine B-R18). Z-stack images were taken at 0.5 um. Images were analyzed using the Fiji image
processing package.

For flow cytometry analysis, MV's were labelled with 1% (v/v) fluorescence dye 3-3’-diocta-
decyloxacarbocyanine perchlorate (DiO; Molecular Probes) as described elsewhere [38]. Caco-
2 cells grown to confluence in 12-well tissue culture plates were trypsinized, resuspended in
fresh DMEM without phenol red, and incubated at 37°C with Dio-labelled MV (100 ug) for
up to 4 h. To estimate the proportion of internalized MVs, extracellular vesicle fluorescence
was quenched with trypan blue (0.25%). This treatment allows detection of only intracellular
MVs [38]. At the indicated times, samples were taken and fluorescence intensities were mea-
sured using a Beckman Coulter Cytomics FC500 flow cytometer before (total amount of cell-
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associated MVs) and after (internalized MVs) the addition of trypan blue. Cell debris and dead
cells were excluded from analysis by gating cells using FSC vs SSC double dot. A total of 10,000
events were analyzed for each gated sample. Mean fluorescence intensity values of untreated
cells were subtracted from the values of MV-treated cells.

Cell viability assay. The trypan blue exclusion test was used to evaluate the effect of MV's
on cell viability as described previously [37]. Caco-2 cells plated into 24-well plates were
exposed to 5 ug/ml MV for up to 168 h. As a rule, once every two days, the cells were trypsi-
nized, stained with 0.25% w/v trypan blue, and counted with a haemocytometer.

Results
A tolR mutation in EcN increases MV production

The Tol-Pal system of E. coli is important for the maintenance of outer membrane integrity. It
has been described that mutations in any of the tol-pal genes confer a defect in the outer mem-
brane that leads to increased MV production [19-21].

To improve the MV yield of the probiotic EcN, we constructed a derived folR defective
mutant by P1 transduction. The donor E. coli strain was TPS300, which carries a Cm" cassette
insertion in the tolR gene (folR::Qcm) [30]. The mutation was confirmed by PCR (S1 Fig). To
analyze the effect of the tolR mutation on cell growth and viability, growth curves of the wild-
type and mutant strains in LB were measured, and their log-phase doubling times were calcu-
lated. Growth was monitored both by measuring the OD at 580 nm (Fig 1A) and counting via-
ble cells on LB agar plates (S2 Fig). EcN tolR exhibited a slightly higher doubling time (23.3
min) than the wild-type EcN strain (19.3 min). However, no differences between strains were
observed in the early stationary phase. The vesiculation levels of EcN and EcN folR were com-
pared after 15 h of growth, when both strains achieved an ODsg of 1.7 and cell counts of 4 x
10° CFU/ml. MV were isolated from cell-free culture supernatants and evaluated by negative
stain-TEM. Images showed spherical MV, which in the wild-type strain ranged in size from
approximately 20 to 60 nanometers in diameter (Fig 1B). The folR mutant MV's appeared to be
larger (from 20 to 150 nm) and displayed greater variability in size, with a lower population of
small MVs (Fig 1B).

MYV production was estimated by three different methods: protein quantification, LPS
concentration, and fluorescence measured after incubation with the lipid probe FM4-64.
Protein and LPS were normalized for the volume of the culture from which MVs were iso-
lated (1L), and fluorescence was normalized for the amount of bacteria (CFU). Results of
MYV quantification are shown in Table 1. All the three methods, revealed statistically signifi-
cant differences in vesiculation between the mutant and the wild-type strains, with 32.9-,
51.95- and 77.78-fold increases for protein, LPS and fluorescence determinations, respec-
tively. Although the protein content was higher in the fo/R mutant, the lipidic content was
far higher, and the protein to fluorescence ratio for wild-type and mutant strains gave values
of 362.54 and 157.48, respectively.

Protein profiles of MVs produced by EcN and EcN folR

To further characterize the MVs isolated from the EcN tolR mutant, the protein profile was
compared to the wild-type EcN strain by SDS-PAGE (Fig 2A). Most of the protein bands were
invariably present in both samples, although some differences were observed. Seven differen-
tial protein bands were excised from the gel, subjected to in-gel trypsin digestion and analyzed
by LC- MS/MS (S1 Table). The name of the protein displaying the highest score in each band
is indicated in Fig 2B. The results showed that the most relevant differences were correlated
with disturbances in outer membrane structures. MVs isolated from the tolR mutant were
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Fig 1. Effect of a to/R mutation on EcN growth and vesicle size. (A) Growth curves of wild-type EcN
(cross) and EcN tolR (triangles) cultivated in LB medium. Values are means * standard error from three
independent experiments. (B) Negative staining electron microscopy of MVs released by these strains after
15 h growth in LB. For both strains, MVs were collected from a 1-litre culture and resuspended in a final
volume of 0.2 ml. Representative images of MV samples from wild-type EcN (direct inspection) and EcN tolR
(1:20 dilution) are shown. Scale bars: 200 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0169186.9001

enriched in the peptidoglycan-associated lipoprotein Pal and TolB (bands 4 and 7), but defi-
cient in flagellin and the murein-interacting protein MipA (bands 1 and 3). In both EcN and
EcN tolR MV the three main protein bands, close to the 40 kDa marker, corresponded to the
outer membrane proteins OmpC, OmpF, NmpC and OmpA. However, the protein displaying
the lowest molecular mass (mainly OmpA) was diminished in the wild-type MVs (band 6).

We also performed Western blot analyses of LPS in both MV samples (Fig 2C). At equal
protein amounts, the LPS content of EcN tolR MV's was higher than that of the wild-type MVs.
These results were consistent with the LPS concentration values calculated by the Purpald
method (Table 1).

High resolution TEM of EcN and EcN folR

To evaluate whether mutation in the Tol-Pal complex induced changes in the ultra-structure
of EcN and its MVs, EcN and EcN folR strains were examined by TEM following HPE-FS.
Analysis of TSA solid cultures revealed important differences in the amount and morphology
of MV released into the extracellular space. For EcN, few M Vs were observed between cells
(Fig 3A, arrows), while in sections of EcN folR a huge amount of spherical structures appeared,
mainly interspersed among cells (Fig 3B, arrows), confirming its hypervesiculating phenotype.
After examining 30 fields in sections from wild-type and mutant strains in two replicates, the

Table 1. MV production of EcN and EcN tolR strains determined by three methods.

EcN EcN tolR AMVs
Protein® 0.42+0.03 13.01+1.42 32.9% +7.04
LPS® 0.11+£0.04 5.20 +2.04 51.95% £29.72
RFU/CFU°® 1.16 E-03 £ 3.7 E-04 8.26 E-02+ 8.5 E-03 77.78% £22.03

Values are the means + standard error from three independent experiments.

@ expressed as mg/L culture

© expressed as mmol KDO/L culture

° MVs lipid fluorescence was measured after incubation with FM4-64, and expressed as relative fluorescence units(RFU)/ by colony forming units (CFU)
A MVs, means increase in EcN tolR vesicle production relative to EcN.

* differences are statistically significant (p<0.05) according to Krustal-Wallis H test.

doi:10.1371/journal.pone.0169186.t001
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Fig 2. Protein profile and immunoblotting of LPS of MVs isolated from EcN and EcN tolR strains. (A)
Comparison of the protein profile of MVs from EcN and EcN to/R. Isolated vesicles (10 ug protein) were
separated in a 10%-SDS-PAGE gel and stained with Sypro® Ruby Protein Gel Stain. Molecular size markers
are indicated. Seven protein bands (labelled by numbers) were excised from the gel and analyzed by LC-MS/
MS (data from these analyses are provided in S1 Table). (B) The name of the protein with the highest score is
indicated for each band. (C) Western blot analysis of LPS in MVs isolated from EcN and EcN tolR strains. MV
samples (0.1pg protein) were separated in a 15%-SDS-PAGE gel and analysed with specific anti-E. coliLPS
antibodies. Representative SDS-PAGE and blots from three independent experiments are shown.

doi:10.1371/journal.pone.0169186.9002

number of MVs in each field was quantified using markers from the software ImageJ-win64,
and the mutant strain was found to produce 94.7 + 27.4-fold more MVs than the wild-type
strain.

The morphology of MV differed notably between the strains. Most of those produced by
EcN corresponded to the commonly named outer membrane vesicles (OMVs). Deriving from
the cell outer membrane, OMVs are surrounded by a bilayer membrane and entrap cyto-
plasmic content, and have diameters smaller than 200 nm (Fig 3C, arrow heads). However, the
EcN folR mutant produced different types of MVs: some corresponded to the OMV type, with
a normal variation in diameter between 20 and 200 nm (Fig 3D, arrows), but several atypical
MVs were also detected. One type contained two bilayers, similarly to the outer-inner mem-
brane vesicles (O-IMVs) previously described by our group [26] (Fig 3D, black arrow head).
Another type showed three concentric bilayers (Fig 3D, white arrow). An additional singular-
ity was the presence of small groups of between two and four MVs surrounded by a bilayer
(Fig 3D, white arrow head). The diameter of the EcN t0o]R MVs was more variable and on aver-
age slightly bigger than that of ECN MVs. In some of the fields, larger (about 400 nm) and
apparently empty MVs also appeared, which may correspond to re-annealed membranes from
lysed cells (Fig 3B, asterisks). Additionally, fragments of bilayer membranes, partially circular-
ized but not closed, were observed (Fig 3D, asterisks).

TEM observation of sections obtained after HPF-FS also revealed differences in cell mor-
phology between EcN and EcN folR. For EcN tolR, a high number of altered cells with variable
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B

Fig 3. TEM micrographs of ultrathin sections from EcN and EcN tolR strains prepared by HPF-FS. (A) A representative
micrograph of EcN cells in which few MVs are observed (arrows). (B) A representative micrograph of EcN tolR cells in which a huge
amount of MVs can be observed interspersed among cells (arrows). Asterisks indicate bigger empty vesicles. (C) A magnified view of
EcN cells in which a common OMVs with one bilayer is observed (arrow). (D) A magnified view of EcN to/R cells in which the following
types of MVs are seen: common MVs (OMVs) indicated by black arrows; two bilayer vesicles (O-IMVs) by black arrow heads; multi-
layered vesicles by white arrows; grouped vesicles by white arrow heads, and partially circularized membranes by asterisks.
Representative images of thin-sections from two different experiments are shown. Bars A-B are 1um, C-D are 200 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0169186.g003

morphology were perceived, including length, diameter and cell shape. Such differences have
also been reported for tolR mutants of other Gram-negative bacteria [20,39,40].

Cryo-TEM of MVs from EcN and EcN tolR

To further characterize MV structure, cryo-TEM analysis was performed. For this purpose,
total MVs from both strains were isolated from liquid cultures, and the higher diversity in the
types of MV's produced by EcN tolR was confirmed (Fig 4). In EcN samples (Fig 4A), single-
bilayer OMVs predominated in all observed fields (Fig 4, A1), but double-bilayer vesicles
(O-IMVs) (Fig 4, A2) were occasionally detected, as in the previous HPF-FS TEM observa-
tions. In contrast, EcN folR-derived MVs analyzed by cryo-TEM showed a range of MV types,
many of which did not correspond to the common OMVs or O-IMVs model (Fig 4B). In addi-
tion to OMVs (Fig 4, B1) and O-IMVs (Fig 4, B2), multilayered MV's were often observed (Fig
4, B3), as well as small groups of MV surrounded by a bilayer (Fig 4, B4), and fragments of
partially circularized bilayer membranes (Fig 4, B5). Altogether, the electron and cryo-electron
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MVs EcN folR::cm

Fig 4. Isolated MVs from EcN and EcN tolR strains observed by cryo-TEM. (A) A representative image of ECN MVs, in
which two types of MVs can be seen. The most abundant correspond to common OMVs (magnified view A1). A few of the
recently described MVs named O-IMVs (magnified in view A2) were also observed. (B) A representive image of EcN tolR
MVs showing different vesicle types. Magnified views are shown on the right: (B1) common OMVs; (B2) O-IMVs; (B3) multi-
layered vesicles; (B4) grouped vesicles; (B5) partially circularized membranes. Representative images of plunge-frozen
MVs from two different batches of MVs isolated from each strain are shown. Scale bars: 500 nm.

doi:10.1371/journal.pone.0169186.9004
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microscopy studies confirmed the existence of substantial heterogeneity in the structure of
MVs from the EcN folR mutant.

EcN tolR-derived MVs are not cytotoxic

MV:s produced by EcN are not cytotoxic to HT-29 cells [37]. To test whether the different
vesicular structures produced by the tolR mutant could affect cell viability, we examined the
impact of EcN folR-derived MV's on Caco-2 cell growth. To this end, kinetic studies were per-
formed in Caco-2 cells exposed to EcN tolR MV (5 pug/ml) or ECN MV (as a control) for up
to 168 h. Cell numbers were calculated by trypan blue exclusion assays carried out every sec-
ond day during the experiment. Results showed that cell viability was not altered by treatment
with EcN folR MVs. No significant differences in the percentage of viable cells were observed
after exposure to MVs compared to untreated controls during the incubation period, which
was between 95% and 99% in all cases (S3 Fig).

Uptake of EcN- and EcN folR-derived MVs by intestinal epithelial cells

We have recently shown that ECN MV are internalized in Caco-2 cells [28,37]. The presence
of several types of MV structures in the samples isolated from the mutant strain EcN folR
prompted us to analyze whether this heterogeneous population of MVs could be internalized
by Caco-2 cells. To this end, MVs were labelled with rhodamine B-R18, whose fluorescence is
quenched when intercalated into bilayer membranes at a high concentration. However, this
dye fluoresces when diluted upon membrane fusion and internalization. As expected, no
changes in fluorescence emission were observed in non-treated cells or samples containing
only labelled MVs, whereas rhodamine B-R18-labelled ECN MVs (1 pg protein/well) applied to
the apical side of differentiated Caco-2 cells produced a time-dependent increase in fluores-
cence. Interestingly, the fluorescence level observed in cells incubated with an equal amount of
EcN tolR MV was significantly lower (Fig 5A; # p<<0.02). Confocal fluorescence microscopy
analysis confirmed a reduced uptake by Caco-2 cells of the EcN tolR-derived MVs. Immunos-
taining of the peripheral membrane-associated protein ZO-1 was performed as an epithelial
cell membrane marker (54 Fig). Representative images captured under the same laser intensity
for internalized EcN and EcN folR vesicles after 1 h incubation with an equal amount of rhoda-
mine B-R18-labelled M Vs are shown in Fig 5B. Previous studies performed in several epithelial
cell lines showed that MV's from wild-type EcN enter intestinal epithelial cells through cla-
thrin-mediated endocytosis [37]. To check whether this endocytic pathway is also responsible
for the uptake of EcN folR-derived MV, time-course internalization experiments using rhoda-
mine B-R18-labeled MV were performed in Caco-2 cells in the presence of inhibitors of endo-
cytosis pathways. MV internalization was not reduced by disruption of lipid raft microdomains
and caveolae by filipin III, but was drastically inhibited by chlorpromazine, an inhibitor of the
clathrin-mediated pathway (Fig 5C). Thus, in spite of the heterogeneity in MV's produced by
the folR mutant, the entry pathway does not differ from that of wild-type MVs. As for EcN
MVs, internalization of MV's from EcN folR by undifferentiated Caco-2 cells was also specifi-
cally inhibited by chlorpromazine, but not by filipin III (not shown).

To confirm the different capacity of wild-type and toIR-derived MV's to become internal-
ized by Caco-2 cells, we carried out flow cytometry experiments using MVs labelled with the
fluorescent membrane dye DiO, which has different florescence properties from the lypophylic
dye rhodamine B-R18. To distinguish internalized from cell surface-bound MV, extracellular
DiO-MV fluorescence was quenched with trypan blue. Results presented in Fig 5D show that
DiO-labelled MV from both strains were bound and internalized in Caco-2 cells in a time-
dependent manner. However, the ability of MVs to bind and enter epithelial cells differed
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Fig 5. MV uptake by Caco-2 cells. (A) Rhodamine B-R18-labeled MVs (1 ug protein) from EcN (closed squares) or ECN
tolR (open squares) were applied to polarized Caco-2 cells and fluorescence was measured over time. Caco-2 cells
(circles) and MVs (triangles) alone were used as controls of background fluorescence. Values are means + standard error
from three independent experiments. Statistical differences were assessed using one-way ANOVA followed by Tukey’s
test. *P<0.02, cells incubated with labeled MVs versus the background fluorescence emitted by MVs alone; # P<0.02, cells
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incubated with EcN to/R-derived MVs versus cells incubated with ECN MVs. (B) Visualization of internalized MV's by
florescence microscopy. Caco-2 cells were incubated with rhodamine B-R18-labeled MVs for 1 and 3 h at 37°C.
Internalized rhodamine B-R18-labeled MVs are visualized in red. Analysis was performed in a Leica TCS SP5 laser
scanning confocal spectral microscope with a 63x oil immersion objective lens, and images were captured with a Nikon
color camera (16 bit). Scale bars: 20 ym. (C) Internalization of EcN tolR-derived MVs in the presence of endocytosis
inhibitors. Caco-2 cells were pre-incubated for 1h at 37°C with the lipid raft disrupting agent filipin Il (gray diamonds) or with
the clathrin-mediated endocytosis inhibitor chlorpromazine (gray circles) before adding rhodamine B-R18-labeled OMVs

(1 pg/well) from the EcN to/lR mutant. Uptake experiments were performed in the absence of endocytosis inhibitors for
comparison (open squares). Fluorescence intensity was normalized by fluorescence detected at the indicated time points
by labeled MVs in the absence of cells (black triangles). Data are presented as means * standard error from three
independent experiments. Statistical differences were assessed using one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Values
significantly different from those of cells incubated with MVs in the absence of endocytosis inhibitors are indicated by an
asterisk (¥*p<0.02). (D) Caco-2 cells were incubated with DiO-labeled OMVs (100 pg/ml protein) from strains EcN and EcN
tolR for the indicated times and fluorescence was measured using a flow cytometer before (total cell-associated OMVs) and
after (internalized OMVs) trypan blue quenching. Data are expressed as means of fluorescence intensities from 10,000
cells after subtraction of background fluorescence of cells without OMVs (means * standard error from three independent
experiments). Statistical differences were assessed using one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Significance between
cells incubated with EcN tolR-derived MVs versus cells incubated with ECN MVs (*p<0.02; ** p<0.002). The table on the
right shows the percentage of internalized MVs for each sample and incubation time (internalized / total cell-associated
MVs).

doi:10.1371/journal.pone.0169186.9005

significantly between wild-type and tolR strains. The mean fluorescence intensities after 2 h
and 4 h incubation were significantly lower for EcN folR vesicles, thus confirming their
reduced capacity for epithelial cell entry. Interestingly, the percentage of cell-associated MV's
(in the absence of trypan blue) that are internalized (in the presence of trypan blue) did not sig-
nificantly differ between wild-type and tolR MVs (Fig 5D). These results indicate that the
lower internalization of EcN folR-derived MVs could be explained by their reduced ability to
bind epithelial cell membranes. Notably, even for the wild-type EcN, not all cell-associated
MVs were internalized. It has been described that the abilities of MV to bind and enter epithe-
lial cells depend on the cell line used [41,42]. Studies performed with DiO-labelled MV from
enterohaemorrhagic E. coli show a lower proportion of internalized MVs in Caco-2 cells than
in other cell lines [42], with fluorescence intensity values comparable to those measured here
in Caco-2 cells incubated with ECN MVs.

Discussion

The study of extracellular vesicles is an ongoing research area, not only in mammalian cells
but also in bacteria [43]. MV are considered intercellular communicasomes, as they act as a
mechanism for distance delivery of active compounds between cells. In this context, MV's
released by commensal bacteria are foreseen as key players in signaling processes in the
intestinal mucosa [4]. Although still few, the reports on microbiota-produced MVs prove
that they promote immunomodulatory effects in intestinal epithelial and immune cells, as
well as in vivo models [28,44]. The ability of bacterial MV's to interact with and enter host
cells has prompted the exploration of their potential for novel clinical and biotechnological
applications [6,11,45].

As stated above, a major drawback of such applications of bacterial MVs is the very low
yield of MV isolated from in vitro cultures. One strategy to overcome this limitation is the use
of cell envelope protein mutants with a hypervesiculating phenotype. In this context, mutants
in the fol-pal system have been constructed in various bacterial species to increase MV produc-
tion. Although analysis by negative stain-TEM has revealed that MV’ released by tol mutants
display the normal features of bacterial MVs, some differences in the protein content, immu-
nogenicity, and pro-inflammatory properties have been reported for H. pylori AtolB and Apal
mutants [20]. These findings clearly point to differences in the molecular composition of MV's
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isolated from fol mutants and call for a more in-depth knowledge of MV structure before their
application in functional studies or for biotechnological purposes.

To gain further insight into the molecular structure of MVs released by tol system mutants,
we used the probiotic strain EcN as a model. MVs from EcN and the derived folR mutant were
isolated after 15 h of growth, as functional studies are often performed with MV’ collected
from overnight cultures (from 12 to 15 h growth) [9,29,42,46-47]. As in tolR mutants derived
from other Gram-negative bacteria [48], the EcN tolR growth curve was similar to that of the
wild-type EcN. Although minor differences in the growth rate were observed during the early
exponential phase, both strains exhibited equal cell numbers and ODsg values during the late
exponential and early stationary phases. Highly vesiculating phenotypes have been described
for many E. coli tol-pal mutants [13,19], so it was not surprising that EcN tolR exhibited signifi-
cant increases in MV production compared to the wild-type strain, ranging from 32.9- to
77.8-fold, according to the quantification method. Relative values of vesicle production based
on fluorescent lipid measurement were higher than with protein analysis, as reported in other
studies [13]. Although the greater amounts of protein, LPS or lipids in the to/R mutant could
be due to a larger vesicle size, the slight increase in tolR MV size observed was not enough to
justify the 32.9-fold or higher increases measured with the three methods.

While the protein profile of EcN tolR-derived MV's was quite similar to that of the MVs iso-
lated from the wild-type strain, some differences were identified. The most relevant differences
correlate with disturbances in the outer membrane structures, likely resulting from TolR defi-
ciency. Thus, MVs released by the folR mutant displayed a higher content of TolB (periplasmic
protein) and Pal (outer membrane protein), two proteins of the Tol-Pal complex. As formation
of the heteromultimeric protein complex TolQRA-B-Pal is altered as a consequence of TolR
deficiency, non-interacting TolB and Pal proteins could then be released through MVs. As
for Gallibacterium anatis tolR mutants [48], the MVs produced by the EcN tolR mutant were
enriched in OmpA. This abundant outer membrane protein also contributes (like the Tol-Pal
system) to linking PG to the outer membrane. It has been suggested that increased OmpA lev-
els may compensate for the membrane instability in Tol-Pal-deficient strains [48]. On the
contrary, both the scaffold protein MipA required for PG biosynthesis and flagellin were
underrepresented in EcN t0olR MVs. A low production of flagella has also been reported for a
H. pylori tolB mutant, and the released MV similarly showed specific differences in protein
composition with respect to those produced by wild-type H. pylori, with about ten proteins
absent in those of the mutant strain [20]. Overall, we can conclude that the main alterations in
the molecular composition of EcN tolR-derived MVs may be attributed to TolR deficiency.

The composition of MV's obtained from folR mutants has been studied by several groups,
but the MV structure has generally not been analyzed in detail. TEM observation of negatively
stained MV is the most commonly used technique to assess MV presence and morphology,
but it does not provide enough resolution to distinguish between different types of MVs, arti-
facts, or re-circularized membranes from lysed cells [13,19,22,23,49,50]. Some studies have
described vesicle morphology by scanning electron microscopy (SEM) or thin-section TEM of
chemically fixed and dehydrated samples at room temperature [14,15,51-53]. However, in
both methods the extracellular matter, which includes MVs, has a marked propensity to col-
lapse and be removed during sample preparation [2,54]. Surprisingly, few studies have used
TEM of cryo-immobilized specimens by HPF followed by FS, or cryo-TEM to visualize MV
samples, although both have proven very useful for observing detailed structures of MVs and
their producing strains [26,27,34,55,56].

In this study, when TEM of negatively stained MVs was used to compare structural differ-
ences between vesicles from EcN and EcN tolR, only a slight increase in the mean diameter of
EcN folR vesicles was observed and a lower small vesicle population; no details other than their
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spherical shape and size were appreciated with this technique. Conversely, TEM observation
of thin-sections of HPF-FS samples from both strains allowed us to visualize the higher MV
production by EcN folR, and that different types of MVs were interspersed among cells. The
presence of different types of MV's was further confirmed by cryo-TEM observation of plunge
frozen-hydrated isolated M Vs, which is the less artifactual technique. In EcN samples, two
types of MV's were observed, most corresponding to common OMVs and a few to the recently
described O-IMVs [26,27]. On the other hand, cryo-TEM of EcN folR samples revealed at least
five types of hypothetical MVs. The presence of different types of MVs, including trilayered
MVs, or whorled outer membrane fragments, has also been confirmed in an ultrastructural
analysis of MV from Helicobacter pylori strain 60190 [52].

The protein / fluorescent lipid ratio did not return the same value for EcN and EcN tolR
MVs, the tolR mutant ratio being less than half that of the wild-type strain. This lack of correla-
tion can be explained by the different types of MVs produced by the fo/R mutant, in which the
protein-to-lipid ratio was not maintained when compared with wild-type MVs. TEM and cryo-
TEM observations confirmed both the over-vesiculation phenotype of EcN folR and the variety
of shapes of toIlR MVs. Considering the morphological diversity of MVs, many of which had
multilayered lipid bilayers, it seems reasonable that the protein-to-lipid ratio is lower in folR
MVs. Analyzing MVs structure by TEM after HPE-FS and cryo-TEM techniques, instead of
relying only on electron microscopy of negative stained MVs, allowed us to obtain complemen-
tary and more accurate information about the over-vesiculating EcN mutant strain.

Although it cannot be discarded that some cell lysis may have contributed to the high
amount of MVs produced by the fo[R mutant, we can rule out that the over-vesiculation and
changes in MV morphology were due to impaired growth or cell lysis, since both strains exhib-
ited normal growth with identical cell counts and ODsg at the time of vesicle collection. One
hypothesis is that MV's from EcN folR are unstable and break easily. Rennelli and co-workers
[56] explored this possibility by cryo-TEM and established that only 7.3% of MV's from Pseu-
domonas aeruginosa PAO1 were broken. A similar proportion was observed in EcCN mutant
MVs, which would not explain the marked increase in vesiculation.

Our study shows that not only can the composition and structure of MVs be modified by
mutations in the cell envelope proteins, but their interaction with target cells can also be
affected. Analysis of MV uptake, measured by the increase in rhodamine-emitted fluorescence
and microscope imaging, indicated a reduced level of internalized vesicles derived from the
EcN tolR mutant. Quantification of the fluorescence emitted upon internalization in Caco-2
cells allowed us to estimate a roughly 3-fold reduction in the number of intracellular MVs in
comparison with wild-type-derived MVs. Interestingly, tolR-derived MV are internalized by
the same endocytic pathway as ECN MVs, as their uptake is impaired in the presence of the cla-
thrin-mediated endocytosis inhibitor chlorpromazine. Flow cytometry analysis performed
with DiO-labelled OMVs confirmed the lower internalization values for tolR-derived MVs. In
addition, fluorescence intensity values before and after trypan blue addition allowed us to
establish that the low number of internalized MVs was due to a lower cell binding capacity of
the tolR-derived MV, rather than a different entry pathway or mechanism. These results sug-
gest that only certain types of MVs, most likely conventional OMVs and O-IMVs, efficiently
interact with their target(s) or receptor(s) in the cell membrane, a key step before being taken
up by epithelial cells through clathrin-mediated endocytosis.

Conclusions

High yields in MV production are desirable if the MV are to be used for functional studies or
biotechnological purposes. Independently of the strategy used to increase production yield,
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there is a need to obtain a well-defined and uniform pool of MVs. Our study confirms that the
introduction of a folR mutation in the probiotic EcN induces a hypervesiculation phenotype.
MVs retrieved from the mutant strain showed alterations in composition and in their ability to
interact with host cells, which can be explained by significant modifications in MV structure.
Production of different types of MV’ or outer membrane structures by folR mutants cannot be
detected by TEM of negatively stained M Vs, although this heterogeneity may have a major
impact on MV functionality. This study evidences the need for conducting a detailed structural
analysis by high resolution TEM techniques when working with hypervesiculating mutants.
This analysis is crucial to improve and standardize the MV's used for therapy purposes.

Supporting Information

S1 Fig. PCR confirmation of toIR disruption in EcN. The mutant strain EcN tolR was con-
structed by P1-transduction from E. coli strain TPS300 (folR::Qcm). The correct integration

of the tolR::Qcm marker in the ECN genome was assessed by PCR amplification with the
primers flanking tolR sequences: FW-toIR (TGCGCCGGAAGCCGTAGTGG) and RV-tolR
(CCGCTTGTTTCTCACGCAGT). The size of the amplified products is indicated on the left. The
increase in the size of the PCR product in the EcN tolR mutant confirms folR disruption by the
chloramphenicol cassette as in the donor strain TPS300.

(PDF)

S2 Fig. Growth curves of EcN (cross) and EcN folR (triangles) cultivated in LB medium
monitored by viable counts (colony forming units, CFU/ml).
(TIF)

S3 Fig. Effect of EcN and EcN toIR-derived OMV:s on viability of Caco-2 cells. Cell viability
of Caco-2 cells exposed to OMVs (5 pg/ml) from EcN (blue) or EcN tolR (orange) for up to 7
days, measured by the trypan blue exclusion assay. Untreated Caco-2 cells (gray) were ana-
lyzed in parallel as a control. Values are means + standard error from three independent exper-
iments. Lack of statistical differences was confirmed by one-way ANOVA followed by Tukey’s
test.

(TIF)

$4 Fig. Visualization of internalized MVs by fluorescence microscopy. Caco-2 cells were
incubated with rhodamine B-R18-labeled MV, isolated from the indicated strains, for 1 hour
at 37°C. The cell membrane was visualized by immunostaining with antibodies against the
zonula occludens ZO-1 protein followed by Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody
(green). Nuclei were stained with DAPI (blue). Internalized labeled M Vs are visualized in red.
Representative images from three independent experiments are shown. Scale bars: 20 pm.
(TIF)

S1 Table. Proteomic analysis by LC-MS/MS. Identification of gel-excised seven protein
bands labelled by numbers in Fig 2, which were differentially expressed between EcN and EcN
tolR.

(XLSX)
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