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PRESENTACION

El epitelio gastrointestinal es la superficie mds extensa del cuerpo humano y es el
habitat de aproximadamente 10" bacterias comensales, gque en su conjunto
constituyen la microbiota intestinal. Este elevado nimero de bacterias, que supera
diez veces el nimero de células que componen el cuerpo humano, representa un
desafio permanente para la integridad de la superficie epitelial. En estas condiciones,
la conservacién de la integridad del epitelio que impida la translocacién de
microorganismos comensales y patdgenos al tejido subyacente es fundamental para
mantener la homeostasis intestinal. La disfuncién de la barrera intestinal permite la
entrada de antigenos que pueden desencadenar respuestas inmunes indeseables
desarrollando una variedad de enfermedades inflamatorias o metabdlicas. Para
mantener la funcién de barrera, el epitelio dispone de diversos mecanismos que
incluyen la produccion de una capa de mucina que cubre su superficie previniendo el
contacto directo del epitelio con las bacterias comensales, la secrecién de péptidos
antimicrobianos que limitan la colonizacién bacteriana y la formacién de complejos de
proteinas denominadas Tight junctions (TJ), que participan en la unién estrecha entre

las células epiteliales y forman una barrera semipermeable.

El mantenimiento o mejora de la funcién de barrera intestinal es una propiedad
beneficiosa que ejercen algunas bacterias comensales y probidticas. Estudios recientes
han demostrado que ciertos probiodticos reducen la permeabilidad intestinal través del
fortalecimiento de las TJ y son capaces de restaurar la integridad de las TJ que han sido
dafiadas por patégenos.

Sin embargo, como no existe un contacto directo entre la microbiota y el epitelio
intestinal es importante identificar los factores microbianos que son capaces de
acceder al epitelio y modular su funciéon. En este contexto, las proteinas secretadas,
asi como las vesiculas de membrana externa (OMVs) liberadas por bacterias gram-
negativas se vislumbran como mediadores en la sefializacién intestinal, modulando el

correcto funcionamiento de la barrera epitelial.

Esta tesis se centra en la identificacidn de factores secretados por cepas de Escherichia
coli comensales y probidticas con capacidad de modular la integridad de la barrera

epitelial intestinal a nivel de expresidn y estructura de TJ.

Para la realizacién de este estudio, se selecciond la cepa probidtica Escherichia coli
Nissle 1917 (EcN). Esta cepa es un buen colonizador del intestino humano. Se
comercializa como un agente probidtico (con el nombre de Mutaflor®) con probada

eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades gastrointestinales en humanos.



EcN aporta un efecto protector frente a los reordenamientos de las proteinas de TJ de
las células epiteliales del intestino inducidos por la infeccidon con patégenos tales como
EPEC o Salmonella. Ademas, EcN modula positivamente la barrera epitelial intestinal a
través de la regulacion positiva y redistribucion de las TJ ZO-1, ZO-2 y claudina-14. No
se conocen los factores de EcN que regulan ZO-1 y ZO-2, mientras que la regulacién
positiva de claudina-14 ha sido atribuida a la proteina secretada TcpC (Hering et al.,
2014).

Debido a que en EcN el efecto positivo sobre la funcién de la barrera intestinal fue
asociado a la proteina TcpC, se abordaron estudios encaminados a identificar otras
cepas de E. coli comensales de origen intestinal humano, no citotdxicas, que porten en
su genoma el gen tcpC. Este estudié permitid seleccionar la cepa ECOR63 que, al igual
gue el probidtico EcN, promueve un incremento de la resistencia transepitelial en
monocapas de células de epitelio intestinal. El analisis de la expresion de la fusién del
promotor de tcpC al gen reportero gfp evidencid que el gen tcpC se expresa por
crecimiento en los medios de cultivo LB y DMEM, y también in vivo en el tracto

intestinal de ratones.

Puesto que no hay informacidn disponible sobre el mecanismo de secrecion de TcpC
(en forma libre o asociada a vesiculas) nos planteamos llevar a cabo ensayos de
inmundeteccion de la proteina en las distintas fracciones secretadas.
Desafortunadamente, ninguno de los cuatro anticuerpos disefiados contra péptidos
inmunogénicos de TcpC resulté eficaz o especifico para la deteccidon de la proteina
nativa. Por ello, para analizar a qué fraccidon extracelular se encuentra asociado el
efecto de esta proteina se construyeron mutantes tcpC de las cepas EcN y ECOR63. A
partir de cultivos celulares de las cepas EcN y ECOR63 de tipo salvaje y de sus
respectivos mutantes tcpC, se obtuvieron los sobrenadantes de los cultivos y se
fraccionaron en OMVs aisladas y en sobrenadantes libres de OMVs (COF-SN). El efecto
de estas fracciones extracelulares sobre la barrera epitelial se evalué midiendo la
resistencia eléctrica transepitelial (TER), la expresién de varias proteinas de TJ y su
localizacion subcelular en monocapas de células T-84 y Caco-2, como modelo in vitro

de epitelio intestinal integro (barrera epitelial intacta).

Los resultados muestran que en EcN y ECOR63 la capacidad de refuerzo de la barrera
epitelial esta mediada tanto por las OMVs como por los COF-SN, los cuales contienen
los factores secretados de manera soluble. En el caso de los COF-SN de EcN el efecto es
dependiente de TcpC, mientras que en ECOR63, ademas de TcpC, pueden existir otros
factores liberados responsables de mediar el refuerzo de la barrera epitelial. Para las

OMVs de ambas cepas, este efecto es independiente de TcpC. Ademas, los resultados



obtenidos en presencia de un inhibidor de ERK 1/2 (extracelular signal regulated
kinase) sugieren que las OMVs y los COF-SN de EcN y ECOR63 refuerzan la barrera
epitelial a través de la activacion de la via de sefializacién de ERK 1/2.

A nivel de expresién de genes y de proteinas de TJ, las OMVs y los COF-SN de ambas
cepas promueven la regulacién positiva de ZO-1 y claudina-14. Asimismo, promueven
la regulacién negativa de claudina-2, una proteina vinculada con el aumento en la
permeabilidad paracelular y el desarrollo de trastornos intestinales. Los efectos
mediados por las OMVs son independientes de TcpC. En cambio, la proteina TcpC
presente en los COF-SN contribuye a la regulacién positiva de ZO-1 y claudina-14, pero
no tiene ningun efecto sobre la regulacion de claudina-2. La cepa ECOR63, ademas de
TcpC, secreta otros factores activos que contribuyen al refuerzo de las TJ.

Las fracciones secretadas (COF-SN y OMVs) de ambas cepas, ademds de reforzar la
funcién de barrera en un modelo celular de epitelio integro, también mostraron
actividad protectora de la barrera epitelial en un modelo de barrera dafada por
infeccidn con la cepa E. coli enteropatégena (EPEC). Las infecciones con EPEC provocan
la alteracion de la integridad de la barrera epitelial, causan una regulacién negativa de
las proteinas de TJ ZO-1, ZO-2, ocludina, y claudina-14, ademas de un reordenamiento
alterado de las proteinas ZO-1 y ocludina a nivel subcelular. Sin embargo, los
resultados de la infeccion con EPEC en presencia de las fracciones secretadas de EcN y
ECOR63 mostraron que tanto los COF-SN como las OMVs de ambas cepas evitan la
disminucion de la expresion a nivel de mRNA de ocludina y claudina-14. A nivel de
redistribucion subcelular, ambas fracciones de EcN y ECOR63 suprimieron claramente
el efecto de producido por EPEC, manteniendo la localizacién de ZO-1 y ocludina en la
zona de las TJ.

De manera general, los resultados obtenidos en este trabajo, nos llevan a concluir que
factores secretados de manera libre, entre ellos TcpC, o a asociados a las OMVs, de la
cepa probidtica EcN y de la cepa comensal ECOR63 tienen el potencial de regular la
funcién de barrera del epitelio intestinal mediante refuerzo de las TJ. Ademas, tienen
la capacidad de proteger del dafio causado por EPEC a diferentes niveles que implican
al menos: (i) regulaciéon de la expresion de proteinas de T, (ii) redistribucion subcelular

de las proteinas TJ a través de mecanismos de regulacién post-transcripcional.

La identificacién de los factores extracelulares liberados por cepas microbianas
probidticas y comensales, asi como la comprensién de los mecanismos moleculares a
través de los cuales estos factores regulan la estructura y funcién de las TJ, puede
conducir al desarrollo de enfoques terapéuticos y preventivos eficaces contra

enfermedades asociadas a defectos en la barrera epitelial intestinal.
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1. INTRODUCCION
1.1. INTERACCION DEL EPITELIO INTESTINAL CON LA MICROBIOTA

El tracto gastrointestinal de aproximadamente 400m?® es la superficie del cuerpo
humano que separa el lumen intestinal del tejido subyacente (Van Spaendonk et al.,
2017). Desde la boca hasta el recto esta revestido por el epitelio intestinal, una sola capa
de células especializadas de diferentes tipos, que se hallan organizando criptas y
vellosidades.

El epitelio intestinal constituye una barrera frente al medio externo con doble funcién.
Por una parte, desempena funciones biolédgicas esenciales tales como la absorcion,
secrecién y transporte de agua, de nutrientes y de electrolitos (Guzman et al., 2013).
Por otra parte, proporciona proteccién y defensa frente a toxinas antigénicas y a la
microbiota intestinal presentes en el compartimento luminal. La microbiota intestinal
esta compuesta por una poblacién numerosa, diversa y dindmica de microorganismos,
principalmente de bacterias pero también de hongos, virus y protozoos (Guarner, 2011).
El nimero de bacterias comensales en el intestino del adulto se estima en un total de
10"-10", un nimero que supera en un factor de 10 al nimero de células que componen

el cuerpo humano.

Asi pues, la funcidon del epitelio intestinal se desarrolla en un entorno unico en el que,
entre otros, se encuentran presentes e interactuando de manera sinérgica los
metabolitos de la dieta, las bacterias de la microbiota y sus metabolitos derivados.
Aunque las bacterias comensales contribuyen significativamente a la digestién de los
nutrientes, a la sintesis de vitaminas y al desarrollo de los tejidos, su alto nimero
representa un desafio permanente para la integridad de la superficie epitelial
manteniendo el sistema inmune constantemente en alerta. En estas condiciones, la
integridad del epitelio tiene un papel importante en la preservacién de la salud, puesto
que contribuye activamente al mantenimiento de la homeostasis intestinal y a la
defensa antimicrobiana del huésped (Zhang et al., 2015). Para mantener la funcién de
barrera, el epitelio dispone de diversos mecanismos: la produccidon de una capa de
mucina firmemente adherida a su superficie que evita el contacto directo del epitelio
con las bacterias comensales (Hansson y Johansson, 2010); la secrecién de péptidos
antimicrobianos que limitan la colonizacién y la adhesién bacteriana (Muniz, Knosp, and
Yeretssian 2012); y la formacidén de complejos de proteinas que forman las Tight
Junctions (TJ) y que participan en la unién estrecha entre las células. Estas proteinas
sellan el espacio intercelular y regulan el transporte paracelular promoviendo una
barrera selectiva (Van Spaendonk et al., 2017). Ademas de estos mecanismos, algunas
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células intestinales especializadas pueden detectar sefiales microbianas y coordinan las
diferentes respuestas de las células del sistema immunitario del intestino y, que abarcan
desde la tolerancia a cepas comensales, hasta la inmunidad adaptativa frente a
patégenos (Peterson y Artis, 2014).

Existe un gran interés en identificar los factores y condiciones que influyen en el
mantenimiento y en el correcto funcionamiento de la barrera epitelial, asi como en la
prevencion de la disbiosis que conduciria en una desproteccién del huésped. También
podrian tener un profundo impacto en el desarrollo de enfermedades inflamatorias
intestinales, entre ellas la enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa o incluso el
desarrollo de cancer colorrectal (Antoni et al. 2014).

1.1.1. SISTEMA DE BARRERA DEL TRACTO GASTROINTESTINAL

Para prevenir la adhesidon e invasién perjudicial de microorganismos, el epitelio
intestinal sano estd equipado con una barrera de defensa que implica diversos
mecanismos protectores especificos e inespecificos que colectivamente constituyen una
barrera compleja y eficaz.

D
D

7 D
D
 ©)
D
 ©)
o )

FIGURA 1.1. Componentes de la barrera intestinal. La barrera intestinal es una estructura
compleja compuesta por tres componentes: capa de mucus, diferentes tipos de células
epiteliales y sistema inmune. Imagen obtenida de Antoni et al., 2014.
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A continuacion se presenta una descripcidn de la estructura, funcidén y propiedades de
los componentes de la barrera intestinal: capa de mucus, células epiteliales y sistema
inmune (FIGURA 1.1).

1.1.1.1. Capa de Mucus

El tracto gastrointestinal estd cubierto por una capa de mucus que tiene propiedades
diferentes segun su localizacion en el estdmago, intestino delgado o colon. La capa de
mucus que cubre toda la superficie de las células epiteliales es la primera linea de
defensa contra la enorme cantidad de bacterias que residen en el intestino. Puesto que
la capa de mucus exhibe también propiedades antimicrobianas, actia no sélo como una
barrera fisica sino también como una barrera quimica y es importante para reducir la
exposicion del sistema inmunoldgico a los antigenos. Sin embargo, el peligro potencial
para el epitelio no es totalmente exdgeno, ya que el huésped secreta moléculas
potencialmente nocivas para el intestino, como son el acido clorhidrico, enzimas
digestivas y sales biliares. En este sentido, el mucus también es importante para
proteger al huésped de la auto-digestion (Pelaseyed et al., 2014). Aparte de su funcion
protectora, también tiene gran capacidad lubricante y es importante para mantener

hidratada la superficie del epitelio.

La capa de mucus se compone de proteinas, carbohidratos y lipidos, pero también
contiene defensinas o péptidos antimicrobianos que son secretados por las células
Paneth presentes en la capa de células epiteliales situadas en las criptas. La composicién
del mucus es principalmente agua (mds del 98%). La formacién de la capa de mucus la
produce un tipo de células especializadas denominadas células caliciformes o globet
cells a través de la sintesis de mucina (FIGURA 1.2), una proteina de alto peso molecular
altamente glicosilada que forma polimeros de gran tamafo. Este tipo de ensamblaje
forma una matriz hidrofilica tridimensional, extendida y rigida, que le confiere al mucus
las propiedades similares a las de un gel. Las mucinas MUC2, MUC5AC, MUC6 y MUC5B
son los componentes principales del mucus del intestino, del estémago y de las
glandulas salivales, respectivamente. Ademas de las mucinas formadoras de gel que son
secretadas al medio estan las mucinas transmembrana MUC1, MUC3, MUC4, MUC12,
MUC13 y MUC17 que se encuentran todas en el tracto gastrointestinal y forman parte
del glicocalix. Varios tipos de defectos en la estructura de la capa interna del mucus
permiten que mayor numero de bacterias penetren y alcancen el epitelio. La
importancia funcional de las mucinas se resalta por el hecho de que los ratones con
deficiencia de MUC2, uno de los principales componentes de las mucinas, desarrollan

espontdaneamente colitis (Hansson y Johansson, 2010; Johansson et al., 2008; Kim y Ho,
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2010; Zhang et al., 2015).

Por otra parte, existen carbohidratos complejos que se encuentran enlazados a las
proteinas MUC. Estos carbohidratos estan constituidos por oligosacaridos formados a
partir de monosacdridos unidos entre si por enlaces que el propio huésped no puede
escindir. De esta manera, el recubrimiento superficial del intestino es esencialmente
inerte frente a la degradacién proteolitica del huésped. Las mucinas del colon estdn
cargadas negativamente ya que sus carbohidratos contienen numerosos residuos de
sulfato y acido sidlico. Estos residuos ofrecen a las mucinas una proteccién adicional
contra el ataque bacteriano y la degradacion enzimatica. (Pearson y Brownlee, 2010).

6. Mucin
hydration

\ 5. Mucin granule
\ exocytosis

ll‘ 4. O-glycosylation,
polymerisation, 3. Transfer to 2. N-glycosylation
and packaging Golgi apparatus and dimerisation

1. MUC mRNA
translation

FIGURA 1.2. Sintesis y secrecién de mucina coldnica. Principales etapas posttranscripcionales

involucrados en la sintesis y secrecion de mucina coldnica por parte de las globet cell. Imagen
extraida de Pearson y Brownlee, 2010.

Recientemente, estudios proteémicos de explantes de distintas fracciones de tejido
comprendidas entre el estdmago y el colon distal de ratones, han permitido identificar
proteinas asociadas al mucus. Rodriguez-Pifieiro et al., (2013) identificaron por
espectrometria de masas 1300 proteinas en el mucus. No se encontraron diferencias en
la composicion o abundancia de proteinas entre ambos sexos, pero si a lo largo del
tracto gastrointestinal, lo que podria indicar su especializacién segun la localizacion. Por
su parte Bergstrom et al., (2016) identificaron la proteina de 16 kDa parecida a lectina
ZG16 (proteina de granulos de zimoégeno 16) como un componente abundante en el
mucus, y cuya funcién principal es la de crear un mecanismo para mantener a las
bacterias mas alejadas del epitelio del colon. También se ha descrito que las globet cells
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intestinales no sélo secretan mucina, sino también una serie de proteinas tipicas del
mucus como son: CLCA1l, FCGBP, AGR2, TFF3CLCAl, FCGBP, AGR2 y TFF3 cuyas
funciones se han relacionado con la proteccién de la mucosa, con procesos de
reparacion de la misma y con una actividad antibacteriana local que impide el
crecimiento excesivo bacteriano y limita la translocacién de microbios comensales
(Pelaseyed et al., 2014).

La capa de mucus, su organizacion y sus propiedades tales como el espesor, crecimiento
en el tiempo, propiedades adhesivas y penetrabilidad, difieren a lo largo del tracto
gastrointestinal. En el intestino delgado, la capa de mucus es delgada, no adherente y
con una organizaciéon de mucus suelto que permite la penetracién facil de los nutrientes,
pero limita el nimero de bacterias que pueden llegar al epitelio. En el colon, el mucus
forma una capa gruesa de 200 um de espesor en seres humanos y de 50 um en ratones,
gue se divide en dos secciones distintas con propiedades propias de cada una de ellas
(FIGURA 1.3).

FIGURA 1.3. Marcaje por inmunotincion de la capa de mucus coldnico de ratén. La
inmunotincion con el anticuerpo anti-MUC2 (verde fluorescente) y con la sonda bacteriana
EUB338-Alexa Fluor 555 (rojo fluorescente) muestran el marcaje de una globet cell (MUC2
positiva), una capa estratificada del mucus epitelial y la presencia en rojo, de bacterias que sélo
pueden detectarse en la capa externa (derecha). La capa interna del mucus genera una
separacién espacial entre las células y la microbiota. En la primera imagen (izquierda) se
muestran los dos marcajes superpuestos. Barra de escala: 20 pm. Imagen obtenida de Johansson
et al., 2008.

La capa interna se encuentra densamente empaquetada y firmemente unida al epitelio.
Es impermeable a las particulas del tamafio de una bacteria lo que impide que las
bacterias penetren en un colon sano y atraviesen la capa interna. La capa interna es
estéril y evita eficazmente el contacto directo del epitelio con la comunidad microbiana

luminal. Esta capa de mucus interna se renueva constantemente por la secrecién de las
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globet cells y el mucus migra hacia el exterior en forma de capas. Por el contrario, la
capa externa es mas laxa, tiene un volumen cuatro veces expandido en comparacién
con la capa interna debido a las escisiones proteoliticas de la mucina MUC2 y es donde
cohabitan las bacterias asociadas a la superficie, lo que la convierte en el habitad de las
bacterias comensales. Ademas, la barrera del mucus coldnico puede actuar como una
fuente de energia y nutrientes. Algunas bacterias comensales estan equipadas con un
gran repertorio de genes involucrados en la degradacion enzimatica de los polisacaridos
de la mucina, dando lugar a monosacaridos que son absorbidos (Antoni et al., 2014;

Ermund et al., 2013; Hansson y Johansson 2010; Johansson et al., 2008).

Es posible que las bacterias que residen dentro del mucus también tengan un impacto
en la fisiologia y fisiopatologia de la mucosa. Las bacterias raramente interactuan
directamente con el epitelio coldnico en condiciones fisioldgicas normales. Por ello es
probable que la difusidon de los subproductos bacterianos a través de la barrera de
mucus hacia el epitelio actien como mediadores en la produccidon de la mucosa,
dirigiendo la secrecién de mucina, la exocitosis de los granulos de mucina y la

proliferacién de las globet cell (Pearson y Brownlee, 2010).

1.1.1.2.  Células epiteliales

El epitelio intestinal esta formado por una sola capa de células procedentes de varios
linajes celulares especificos como son: los enterocitos, las células microfold (M), las
celulas enteroendocrinas, las células Paneth y las globet cells (Guzman, Conlin, and
Jobin, 2013). Para incrementar la superficie de absorcion de los nutrientes, el epitelio
del intestino delgado se organiza en criptas y vellosidades, mientras que el colon tiene
una superficie significativamente menos amplia, sin vellosidades y de estructura mas
plana. El epitelio intestinal estd constantemente renovandose. En el caso de los
humanos, el epitelio se renueva aproximadamente cada 4-5 dias debido a la
proliferacién y diferenciacidn de las células madre pluripotentes que residen en la base

de las criptas epiteliales (Van der Flier y Clevers, 2009; Wells et al., 2011).

La mayoria de las células que componen el epitelio intestinal son los enterocitos (mas
del 80%) que estan adaptados para mantener una funcion metabdlica y digestiva. La
diversidad de funciones que lleva a cabo el epitelio intestinal se refleja en la presencia
de otras células especializadas. Las células enteroendocrinas representan un enlace
entre los sistemas neuroendocrino central y entérico a través de la secrecion de
numerosos reguladores hormonales. Estas células endocrinas secretan las hormonas
peptidicas que intervienen en el tropismo celular, la reparacidon de tejidos, la

angiogénesis, la diferenciacién de los enterocitos y la polarizacién a lo largo del eje
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cripta-vellosidad. Las células Paneth que llevan el nombre del fisidlogo austriaco Joseph
Paneth, se encuentran normalmente en el intestino delgado donde se localizan en el
fondo de las criptas y contienen un gran nimero de granulos secretores de factores
antimicrobianos, que utilizan para proteger a las células epiteliales de la infeccién por
microorganismos. Entre estos factores, se encuentran la lisozima, la fosfolipasa A2, las
lectinas de tipo C, la B-defensina-2 y las a-defensinas, estas ultimas son las mas
abundantes. Las globet cells estdn especializadas en la secrecién y segregacion de
moléculas bioactivas como las mucinas y otras proteinas involucradas en la formacion,
proteccidon y reparacion de la capa de mucus. La proporcién de estas células respecto a
las demas células epiteliales aumenta desde el duodeno (4%) hasta el colon distal (16%)
de manera similar al nUmero de microorganismos presentes desde el intestino proximal
al colon (Bevins y Salzman, 2011; Kim y Ho, 2010; Wells et al., 2011)

Las células enteroendocrinas, las células Paneth y las globet cells, estan especializadas
para mantener la funcidn digestiva del epitelio, asi mismo, establecen una barrera fisica
y bioquimica al contacto microbiano con la superficie epitelial y con las células inmunes
subyacentes. En su conjunto, las diversas funciones de las células epiteliales constituyen
una barrera dindmica para el medio luminal, que protege al huésped de la infeccién y
de la exposicién continua a estimulos potencialmente inflamatorios (Pearson y
Brownlee, 2010).

1.1.1.2.1. Tight junctions

Las células del epitelio intestinal deben permanecer estrechamente unidas para formar
una barrera hermética que permita separar el contenido luminal, impida el acceso de
microorganismos o sustancias nocivas a las células inmunitarias y regule el paso de
nutrientes especificos. Con el fin de establecer una barrera eficaz, los espacios
intercelulares estdn sellados por unién entre proteinas de células adyacentes (Yu et al.,
2015). Estas uniones altamente dindmicas que estan siendo constantemente
remodeladas debido a estimulos externos, tales como residuos de alimentos, bacterias
patdégenas y bacterias comensales, regulan la permeabilidad paracelular y son cruciales

para la integridad de la barrera epitelial (Ulluwishewa et al., 2011).

El epitelio intestinal permite el paso selectivo de sustancias a través de dos vias
principales: la via transcelular y la via paracelular (FIGURA 1.4). La via transcelular esta
implicada en la absorcidon y transporte de nutrientes, azucares, aminoacidos, péptidos,
acidos grasos de cadena corta, minerales y vitaminas. Como la membrana celular es
impermeable, este proceso estd predominantemente mediado por transportadores o

canales especificos ubicados en las membranas apicales y basolaterales. La via

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



10

INTRODUCCION

paracelular esta asociada con el transporte selectivo de iones, solutos y agua a través
del espacio intercelular entre las células epiteliales adyacentes, evitando al mismo
tiempo la translocacion de antigenos luminales, microorganismos y sus toxinas. Este
transporte estd regulado particularmente por las uniones estrechas llamadas Tight
junctions (TJ) (por su nombre en inglés), compuestas por complejas redes de proteinas
ubicadas en la zona apical (Suzuki, 2013).

Lumen (inside of gut)

Tight junctig
proteins

O

3>

Transcellu
transport

— Epithelial cell layer

-Basement membrane

-Blood stream

FIGURA 1.4. Vias implicadas en la permeabilidad del epitelio intestinal. Existen dos vias: i) La
permeabilidad transcelular que permite el movimiento de solutos a través de las células
epiteliales, ii) la permeabilidad paracelular asociada con el transporte selectivo de iones, solutos
0 agua a través del espacio intercelular entre células epiteliales adyacentes. Esta Ultima esta
regulada por las tight junctions localizadas en la parte apical de la membrana de las células.
Imagen obtenida de: Blog of the UNC Center of Excellence for Eating Disorders
(https://uncexchanges.org/2017/04/03/leaky-gut-a-potential-contributor-to-the-brain-gut-
microbiota-axis/)

Las uniones entre las células epiteliales intestinales estdn compuestas, a nivel
ultraestructural, por 3 tipos de complejos adherentes: los desmosomas, las uniones
adherentes o junctional adhesion (AlJ) y las TJ (FIGURA 1.5). Estos complejos consisten
en proteinas transmembrana que interactian extracelularmente con proteinas de las
células adyacentes e intracelularmente con proteinas adaptadoras que se unen al
citoesqueleto de actina. Los desmosomas y las AJ (compuestas de caderinas y cateninas)
se sitlan por debajo de las TJ, estan implicados en una fuerte adhesidn célula-célula y
en la sefalizacion-comunicaciéon intracelular, pero no determinan la permeabilidad
paracelular. Las TJ, por otro lado, son el complejo apical que mantiene la polaridad de
la célula y la especializacién de las membranas apical y basolateral, son las responsables
de sellar el espacio intercelular y de regular el transporte paracelular selectivo. Los
complejos AJ y TJ también son importantes en la regulacién de la proliferacion y

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



INTRODUCCION 11

diferenciacidn celular, limitan el crecimiento y la apoptosis, y regulan la homeostasis en
general siendo asi un complejo multifuncional (Dejana, 2004; Chiba et al., 2008).

)

Occludin

Caudin

Tight junction

Q
ﬂ .
m
8
&
g
-
Adherens junction

: (\ Cathenins =

FIGURA 1.5. Uniones intercelulares de células del epitelio intestinal. Las uniones intercelulares
estan formadas por 3 complejos de proteinas adhesivas: Los desmosomas, las Al y las TJ. Las TJ
se componen de 4 tipos de proteinas transmembrana: occludina, claudinas, proteinas JAMs y
tricelulina, y de proteinas citosolicas adaptadoras: ZO-1, ZO-2 y ZO-3 que conectan las proteinas
transmembrana a los filamentos de actina del citoesqueleto. La actina interactta con la miosina
para inducir una contraccion, seguida de la apertura del espacio intercelular. Imagen obtenida
de Van Spaendonk et al., 2017.

La observacion por microscopia electronica de transmisidn revelé que las TJ aparecen
como una serie de sitios de fusidn entre las membranas plasmaticas de células
adyacentes. Por microscopia electrdnica basada en la criofractura se observé que las TJ
se estructuran como redes continuas de filamentos intramembranosos que se localizan
tanto en la cara citoplasmatica como en la extracelular. A partir de estas observaciones
iniciales, se ha determinado que los complejos de proteinas de TJ estdn compuestos por
mas de 50 proteinas agrupadas en 5 tipos: las proteinas transmembrana tales como la
ocludina, claudinas, proteinas JAM o junctional adhesion molecules vy tricelulina; y las
proteinas citosdlicas como las zonula occludens (ZO) ZO-1, ZO-2 y ZO-3 (FIGURA 1.5).
Las interacciones entre las proteinas de las TJ incluyen aquellas que implican a proteinas
en la misma membrana (en cis) y aquellas que implican proteinas en células adyacentes
(en trans). Ademas, las proteinas TJs pueden formar interacciones homofilicas (con
proteinas TJ del mismo tipo) o heterofilicas (entre proteinas TJ no idénticas) (Groschwitz

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



12

INTRODUCCION

y Hogan, 2009; Weflen et al., 2009).

La ocludina es una proteina de aproximadamente 60 kDa que contiene 4 dominios
transmembrana, forma un bucle intracelular y dos bucles extracelulares con los
extremos NH; y COOH terminal dentro del citoplasma. El dominio C-terminal es rico en
residuos de serina, treonina y tirosina, que con frecuencia son fosforilados por varias
proteinas quinasas, entre ellas la PKCZ. La defosforilacion de estos residuos ya sea por
el agotamiento del calcio, o por patdgenos parece provocar la desestabilizacion de las
TJ. Por lo tanto, la fosforilacién dindmica de la ocludina parece desempefiar un papel
importante en el ensamblaje y desensamblaje de las TJ, sin embargo, se desconoce el
papel preciso que ejercen las diferentes isoformas de PKC. Ademas de los sitios de
fosforilacion, la region C-terminal se une directamente con las proteinas citoplasmaticas
Z0-1 que actuan como adaptadores citoplasmicos para unirse al citoesqueleto de actina;
esta interaccion es esencialmente importante para el ensamblaje de las TJ (Jain et al.,
2011).

Las claudinas son proteinas integrales de membrana de entre 22 y 27 kDa que
conforman una familia multigénica de al menos 24 subtipos en humanos. Poseen cuatro
dominios transmembrana con los extremos NH, y COOH situados en el citoplasma y dos
bucles extracelulares implicados en las interacciones homofilicas y heterofilicas para la
formacidn de las TJ. La secuencia genética dentro del primer bucle se conserva entre los
miembros de la familia mientras que las colas citoplasmdticas tienen secuencias que
divergen entre las claudinas. Esta variacion permite que las claudinas tengan varios sitios
potenciales de fosforilacidn, al mismo tiempo que permite que existan diferentes modos
de ensamblaje que aumenta la diversidad de estructuras y funciones que pueden
adoptar las TJ. Los dominios intracelulares de las claudinas interactian con otras
claudinas produciendo diferentes combinaciones de union, y al igual que la ocludina,
también se unen con las proteinas citosdlicas de la ZO para anclarse al citoesqueleto de
actina. Sin embargo, las claudinas no sélo contribuyen a la formacion de las fibrillas que
propician una unidon hermética entre las células epiteliales, sino que ademas,
contribuyen a la formacion de canales selectivos de iones (Turksen y Troy, 2004). En el
intestino, las claudinas-1, -3, -4, -5, -7, -8 y -12 refuerzan las TJ y disminuyen la
permeabilidad paracelular, mientras que la claudina-2 juega un papel opuesto formando
poros paracelulares (Lu et al., 2013). Un aumento de la expresién de claudina-2 en las
células epiteliales se correlaciona con el aumento de la permeabilidad celular que
contribuye al desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales y al cancer de colon.
Algunos patdgenos bacterianos entéricos como Salmonella pueden aumentar el mRNA
de claudina-2 para provocar la alteracidn de la estructura de las TJ y facilitar la invasién
bacteriana (Zhang et al., 2013).

Las JAMs, son proteinas transmembrana glicosiladas que pertenecen a la superfamilia
de la inmunoglobulina (Ig), conservan dos dominios extracelulares de tipo Ig, una Unica
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region transmembrana y un dominio citoplasmatico C-terminal. La familia JAM se divide
en dos subgrupos basados en las similitudes de sus secuencias. El primer subgrupo esta
constituido por JAM-A, JAM-B y JAM-C, y el segundo subgrupo esta formado por
coxsackie, el receptor de adenovirus (CAR), la molécula de adhesién selectiva de células
endoteliales (ESAM) y JAM4. Ambos grupos contienen en su extremo C-terminal
dominios de unién a ZO-1 o a integrinas. Las JAM-A, JAM-B y JAM-C interactuan con las
integrinas alLP2 (LFA-1), a4B1 (VLA-4) y aMB2 (Mac-1) y al igual que otras proteinas
transmembrana, también interaccionan con los filamentos de actina. Dado que las JAMs
se expresan en células endoteliales, epiteliales y células sanguineas, funcionan como
moléculas de adhesidon celula-célula no sélo entre los mismos tipos de células sino
también entre tipos distintos de células a través de interacciones homofilicas y
heterofilicas. Las interacciones homofilicas JAM-A o JAM-B regulan la formacién de TJ
funcionales mientras que las interacciones JAM heterofilicas juegan un papel en la
adhesion de leucocitos-células epiteliales o endoteliales. En las células del epitelio
intestinal, JAM-A, JAM-4 y CAR participan en la formacién de las TJs y regulan la funcién
de barrera reduciendo la permeabilidad paracelular (Ebnet et al., 2004).

La tricelulina es una proteina formada por cuatro dominios transmembrana. Su
secuencia C-terminal de aproximadamente 130 aminoacidos es 32% idéntica a la de la
ocludina y su dominio citoplasmatico N-terminal es mas largo. Mediante splicing
alternativo se generan multiples isoformas de la tricelulina. Esta proteina es regulada
por fosforilacidn y participa en la funcion de barrera epitelial (Chiba et al., 2008).

Las ZO son un grupo importante de proteinas citosolicas implicadas en el agrupamiento
y en la estabilizacién de las proteinas transmembrana. Tal como ya se ha indicado
anteriormente se dividen en 3 subtipos estrechamente relacionados: la Z0-1, ZO-2 y ZO-
3 con un tamafio de 220, 160 y 130 kDa, respectivamente. Las ZO contienen tres
dominios PDZ (PDZ1, PDZ2, PDZ3). El dominio PDZ1 de las proteinas ZO interactia con
las claudinas, PDZ2 interactia con otras proteinas ZO para formar dimeros y PDZ3
interactla con las JAMs. Estas proteinas forman una estructura de placa subyacente a
la membrana plasmatica que actua como un andamiaje que conecta las proteinas
transmembrana, en sus extremos C-terminal, con el anillo de actina-miosina, una
estructura del citoesqueleto formada por actina-F y miosina Il (una proteina motora),
gue convierte la energia quimica del ATP en energia mecanica. Este conjunto de
proteinas rodean el polo apical de las células epiteliales y proyectan filamentos de actina
gue interactdan con las TJ, por lo tanto, las contracciones del sistema actina-miosina
también contribuyen a regular la estructura de las TJ y la permeabilidad paracelular. Las
proteinas ZO desempenan un papel central en la funcién de las TJ porque pueden
interactuar con complejos de sefalizacidén para regular la reorganizacién del
citoesqueleto, la polaridad celular, la sefalizacién celular y el trafico de vesiculas
(Groschwitz y Hogan, 2009; Turksen y Troy, 2004; Ulluwishewa et al., 2011).
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La integridad de las TJ juega un papel critico en la patogénesis de las enfermedades
intestinales y sistémicas. La disrupcién de la barrera epitelial o un defecto en el
ensamblaje o funcionamiento de las TJ propicia un aumento en la permeabilidad de
citoquinas pro-inflamatorias, antigenos y patégenos que pueden deteriorar la barrera
intestinal generando como resultado un estado de inflamaciéon crénico y como
consecuencia dafio tisular. Por el contrario, algunos factores alimentarios, nutrientes y
factores secretados por la microbiota comensal y probidticos pueden participan en la
regulacion de las TJ y algunos de ellos podrian ser utilizados y desarrollados como
herramientas preventivas y terapéuticas en las enfermedades asociadas con una barrera
intestinal defectuosa.

1.1.1.3. Sistema inmunitario

Como se ha descrito anteriormente, el tracto gastrointestinal esta expuesto a un
entorno de constante cambio coordinado por la presencia de alimentos y antigenos
microbianos (de bacterias comensales o patdgenos), que puede ser beneficioso o
perjudicial para el huésped. Este entorno dindmico representa un desafio para el
sistema inmunitario intestinal. Por esta razén el organismo ha desarrollado mecanismos
de defensa a diferentes niveles que van desde la tolerancia, la supresién o la inmunidad
activa, que en su conjunto, aseguran el mantenimiento de la homeostasis intestinal. Las
alteraciones en el sistema inmunitario intestinal derivadas de deficiencias nutricionales
o de alteraciones en la composicion de la microbiota (disbiosis), pueden comprometer
la funcionalidad de las células inmunitarias aumentando el riesgo de infeccion y
conduciendo a estados patoldgicos como son las alergias alimentarias y las
enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Agace y Mccoy, 2017; Groschwitz y Hogan,
2009).

El ambiente intestinal modula la diferenciacion del sistema inmunoldgico para controlar
la defensa contra los patdgenos y la tolerancia a las especies comensales. El sistema
inmunitario incluye tres compartimentos diferenciables anatémicamente: estructuras
organizadas (placas de Peyer y foliculos linfoides), GALT (Gut-Associated Lymphoid
Tissue) y el epitelio superficial (FIGURA 1.6). Las estructuras organizadas son lugares de
induccion de la respuesta, mientras que la lamina propia y el epitelio contienen células

maduras y efectoras.

En primer lugar, la inmunidad innata proporciona la primera linea de defensa contra los
microorganismos invasores y confiere proteccion al desencadenar respuestas
inflamatorias y antimicrobianas. En la via que induce la inmunidad innata, la deteccién
microbiana por parte de las células epiteliales, células dendriticas (DC) y macréfagos se

produce por el reconocimiento de patrones moleculares asociados a bacterias
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comensales y patégenos (PAMPs) a través de los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), tales como los receptores de tipo Toll (TLRs) ligados a membrana, los
receptores citosdlicos de tipo NOD (NLRs) y receptores de lectina tipo C (CLR). En
general, los PRR detectan a los microorganismos a través de sus estructuras
caracteristicas, como son lipoproteinas (reconocidas por TLR1, TLR2 y TLR6),
lipopolisacdrido (reconocido por TLR4), componentes del peptidoglicano (reconocido
por NOD-1 y NOD-2), DNA bacteriano, RNA (reconocido por TLR3 y TLR7) y flagelina
(reconocido por TLR5) (Von Bernuth et al., 2008). Tras la unién del ligando, los TLR a
través de la proteina adaptadora MyD88, inician una cascada de sefializacion que
finalmente conduce a la activacién y entrada de factores de transcripcién al nucleo
celular. Entre estos factores esta el factor nuclear kappa beta (NF-kf3). Estos factores
activaran en el nlcleo la transcripcién de genes que codifican citoquinas
proinflamatorias y péptidos antimicrobianos. Los receptores intracelulares NOD, por su
parte, pueden modular la apoptosis y las respuestas inflamatorias (Jacobs y Braun, 2014;
Lavelle et al., 2010; Muniz et al., 2012)
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FIGURA 1.6. Composicidon y mecanismos de tolerancia y defensa del sistema inmune intestinal.
El sistema inmune intestinal esta compuesto por las placas de Peyer, foliculos linfoides, GALT y
receptores presentes en las células epiteliales. Los mecanismos de defensa inmunitaria limitan
la entrada de microorganismos en los tejidos intestinales. La activacion de los PRRs sobre las
células inmunes induce vias que median la muerte microbiana, activan células proinflamatorias
y células inmunitarias adaptativas. Imagen obtenida de Bron et al., 2011.
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Por otra parte, la inmunidad adaptativa esta contenida dentro de la [dmina propia y en
las Placas de Peyer del intestino delgado. La ldmina propia es un tejido muy
vascularizado y con drenaje linfatico, cuyas funciones incluyen la de facilitar la
distribucién sistémica de nutrientes, establecer tolerancia inmune hacia antigenos
inocuos y microbianos, y proporcionar defensa inmune contra los organismos
patégenos que surgen de las poblaciones bacterianas que habitan en el lumen intestinal.
Por encima de las Placas de Peyer se encuentran las células M que censan
constantemente a los microorganismos o a los antigenos luminales y los transportan
desde la luz intestinal hasta el tejido linfoide subyacente de los domos de los foliculos.
Las Placas de Peyer y los foliculos estdn separados por tejido conectivo y células
inmunitarias, predominantemente células B (células presentadoras de antigeno (APCs)
gue producen anticuerpos, incluyendo la inmunoglobulina A (IgA), macréfagos, células
dendriticas (DC) y células T (Caballero y Pamer, 2015; Mowat y Agace, 2014).

Las APCs presentan los antigenos procesados a los linfocitos T activando la expansion de
clones de células T mas afines al antigeno. De esta manera, las células T dan lugar a la
formacidn de distintos linfocitos helper (Th) como son los Thly Th2; o alas T reguladoras
(TReg). Las células TReg desempeiian un papel central en la inmunotolerancia porque
segregan citoquinas reguladoras de caracter antiinflamatorio como la interleuquina-10
(IL-10) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-f3), en respuesta a antigenos
gue se reconocen como no patdégenos, evitando asi, desencadenar reacciones
inflamatorias que producirian lesiones en el tejido intestinal del huésped (Coombes y
Powrie, 2008; Guarner, 2011).

Los macréfagos y las DCs presentes en la lamina propia del intestino grueso y del
intestino delgado son células fagocitarias con una alta actividad. Los macréfagos estan
implicados principalmente en la eliminacion de desechos celulares y patdgenos, pero
también pueden actuar como APCs para iniciar la inmunidad adaptativa, mientras que
las DCs son APCs especializadas que regulan tanto la inmunidad adaptativa como innata.
Las DC juegan un papel importante en determinar si la respuesta a un antigeno
particular sera inflamatoria o antiinflamatoria. Se encuentran a lo largo de la lamina
propia y en las Placas de Peyer en un estado inmaduro que puede activar la via del NF-
kB, lo que conduce a la maduracion, activacidn y exposicién de las DC a los PAMPs y a
otros estimulos. Las DCs activadas maduras expresan moléculas coestimuladoras, entre
ellas CD80 y CD86. Estas pueden modular la activacion, la expansion clonal y la
diferenciacién de las células T (Bron et al., 2011; Mcdermott y Huffnagle, 2014).

La interaccion entre el epitelio, los macréfagos y las DCs en respuesta a la microbiota

luminal, y la resultante diferenciacion y proporcién de células T, conducen a la
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homeostasis intestinal. Cada barrera inmunitaria en el intestino contiene una serie de
células inmunes que controlan la inmunidad de los tejidos, de esta manera, el sistema
inmune innato y el sistema adaptativo forman una linea de defensa esencial para

eliminar la microbiota que haya superado las barreras anteriores (Muniz et al., 2012).

1.1.2. COMPOSICION Y FUNCION DE LA MICROBIOTA HUMANA

1.1.2.1. Composicion de la microbiota

La microbiota intestinal humana estd compuesta de un nimero aproximado de 10

microorganismos, la gran mayoria bacterias comensales, que en su conjunto conforman
un total de 500 a 1000 especies diferentes. La mayoria de las especies microbianas que
habitan en el tracto gastrointestinal son organismos anaerobios estrictos y, por tanto
dificiles de cultivar in vitro, lo que en el pasado ha supuesto una limitacién importante
de cara a establecer la composicion y distribucion de la microbiota intestinal. No
obstante, los métodos moleculares modernos como la secuenciacién a gran escala del
RNA ribosémico 16S a partir de RNA bacteriano amplificado extraido de heces o de
biopsias intestinales, el desarrollo de sondas moleculares para la hibridacion in situ
fluorescente, los microarrays y las técnicas de secuenciacion masiva de DNA han
permitido recientemente identificar y clasificar las bacterias presentes en el tracto
gastrointestinal. La mayoria de los miembros de esta amplia comunidad microbiana
pertenecen al dominio Bacteria, aunque también se encuentran los dominios Archaea,
virus y formas eucariotas como las levaduras. Asi mismo, los principales phylum en los
gue se distribuyen la mayoria de las especies son Firmicutes (gram-positivos),
Bacteroidetes (gram-negativos), Proteobacteria (gram-negativos) y Actinobacteria
(gram-positivos) (O’Hara y Shanahan, 2006).

La distribucién y densidad de la microbiota es diferente a lo largo del intestino
dependiendo de las condiciones ambientales particulares de cada seccion. De manera
general, la densidad microbiana aumenta desde el tracto gastrointestinal superior hasta
el inferior, es decir, aumenta a medida que se desciende dentro del tracto
gastrointestinal hasta que alcanza su maximo de colonizacidn en el colon que contiene
la mayor diversidad y carga microbiana (FIGURA 1.7). Esta variacidon también se presenta
entre la mucosa y el lumen, donde la mucosa parece albergar una microbiota diferente.
Ademas, la proporcién de microorganismos anaerobios / aerobios es menor en las

superficies mucosas que en el lumen (Agace y Mccoy, 2017).

En el estdmago las secreciones acidas destruyen la mayor parte de los microorganismos

ingeridos, impidiendo la colonizacidn, cuyos valores oscilan entre 10y 10® bacterias/ml.
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Las actividades motoras propulsivas del intestino delgado proximal, asi como las
secreciones biliares y pancredticas dificultan también la colonizacidn de esta parte del
sistema digestivo que cuenta con un numero aproximado de 10° bacterias/ml. Las
especies aerdbicas son predominantes en el intestino delgado superior. De manera
progresiva la densidad bacteriana aumenta a lo largo del yeyuno y del ileon, desde
alrededor de 10* bacterias/ml en el yeyuno hasta 10’ bacterias/ml en el extremo ileal,
con un predominio de aerobios gram-negativos y algunos anaerobios estrictos.
Finalmente, el intestino grueso es el sitio principal de la colonizacién microbiana en el
cuerpo humano. En el colon el tiempo de transito es mas lento (de entre 2 y 4 dias) lo
gue brinda a los microorganismos la oportunidad de proliferar, fermentando los
sustratos disponibles derivados de la dieta o de las secreciones enddgenas. Las
estimaciones sugieren que la tasa de colonizacion del colon es elevada, de alrededor de
10"-10" microorganismos /gr de contenido luminal (concentracién 10> veces mayor
gue en el ileon), lo que contribuye al 60% de la masa fecal. Ademas, el colon es el sitio
de mayor diversidad de especies, observandose marcadas diferencias entre las especies
encontradas en el colon proximal y distal. El colon estd poblado mayoritariamente por
bacterias anaerobias debido a la baja concentracidén de oxigeno presente (Guarner,
2011; O’Hara y Shanahan, 2006; Tiihonen et al., 2010).

Microbial
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FIGURA 1.7. Distribucion de los géneros bacterianos mas comunes en los diferentes
compartimentos del tracto gastrointestinal. La distribucion y densidad de la microbiota
bacteriana, expresada en bacterias por ml, es diferente en cada seccién anatémica a lo largo del
tracto gastrointestinal. Imagen obtenida de Mowat y Agace, 2014.
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Las variaciones en la composicién de la microbiota no solo se manifiestan a lo largo del
eje del tracto gastrointestinal, sino también entre individuos. Estudios taxondmicos a
nivel de especie han revelado que existe una gran riqueza y una gran variabilidad
bacteriana a nivel inter-individual, de forma que podemos considerar que cada individuo

es un huésped con un perfil bacteriano Unico.

Antes del nacimiento, los seres humanos crecen y se desarrollan en el ambiente
controlado que proporciona el Utero materno, de tal manera que el intestino fetal es
estéril. La colonizacién microbiana comienza durante la ruptura de las membranas y la
iniciacion del nacimiento y esta influenciada por el tipo de parto, la dieta infantil, los
niveles de higiene y la medicacién. Las enterobacterias y las bifidobacterias son los
colonizadores tempranos, aunque existen diferencias en la composicion de la
microbiota intestinal inicial dependiendo de la alimentacion de los lactantes, es decir,
entre los lactantes alimentados con leche materna y los alimentados con leche de
formula. Posteriormente, los grandes cambios en la composicion de la microbiota
intestinal vienen con el destete y con la introduccidn de alimento sélido. Por lo tanto,
los cambios mads drasticos en la composicion de la microbiota intestinal tienen lugar en
la infancia y se caracteriza por la inestabilidad. Después de esto, sélo se producen
cambios relativamente pequefios y ya se pueden diferenciar los microorganismos que
estan presentes de manera estable en la microbiota de un individuo denominados
"nucleo individual", de los que son detectados en la microbiota de la mayoria de las
personas llamado "nucleo comun". La individualidad y estabilidad de la microbiota
intestinal se mantiene a lo largo de la edad adulta del huésped, produciéndose de nuevo
cambios en la vejez. Un estudio comparativo de la microbiota en adultos ha conducido
a establecer patrones que permiten diferenciar la poblacién en 3 enterotipos distintos
de acuerdo con la distribucion y prevalencia de los 3 géneros siguientes: Bacteroides
(enterotipo tipo 1), Prevotella (enterotipo tipo 2) y Ruminococcus (enterotipo tipo 3).
Esta categorizacidn parece ser independiente del sexo, edad, nacionalidad o indice de
masa corporal de los individuos. Aunque la base para este tipo de agrupamiento aun no
se encuentra definida, se supone que podria estar relacionada principalmente con los
patrones dietéticos. Por ejemplo, el enterotipo tipo 1 ha sido asociado con una dieta
rica en proteinas y grasa, y en contraste el enterotipo tipo 2 se asocia mas con el
consumo de hidratos de carbono. Sin embargo, se supone que otros factores, ademas
de la dieta, como son la ingesta de farmacos, la exposicidn a antibidticos, los viajes y el
estilo de vida, forman parte de las variables que determinan y explican la composicién
de la flora fecal individual (Becker et al., 2015; Robles-Alonso y Guarner, 2013a; Robles-
Alonso y Guarner, 2013b).
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1.1.2.2. Funciones de la microbiota

La importancia de la microbiota y su influencia sobre la fisiologia intestinal ha sido
demostrada en estudios comparativos de animales libres de gérmenes (germ-free) y de
animales colonizados. Las funciones generales de la microbiota se clasifican en

metabdlicas, estructurales y de proteccién.

1.1.2.2.1. Funcion metabdlica

La microbiota intestinal desempefia un importante papel en el desarrollo y
funcionamiento déptimo de las actividades metabdlicas del huésped y contribuye a
mantener la salud y el estado de bienestar. En la actualidad se acepta que la microbiota
intestinal proporciona una actividad metabdlica colectiva igual a un érgano. Por ello se
le puede considerar como un érgano dentro de otro érgano. De hecho, andlisis
metagendmicos recientes indican que el genoma bacteriano comensal (metagenoma)
supera ampliamente el genoma humano (hasta 500 veces), lo que implica que la gran
variedad de genes microbianos codifiquen miles de funciones bioldgicas que interactuan
de forma bidireccional con las funciones bioldgicas del huésped (O’Hara y Shanahan,
2006; Sonnenburg y Backhed, 2016).

De esta manera, los simbiontes pueden mejorar la capacidad del huésped para adquirir
nutrientes del medio o proporcionar las vias para la sintesis de compuestos organicos
esenciales. La gran mayoria de las bacterias en el colon son anaerobios estrictos y, por
lo tanto, derivan energia de la fermentacién de sustratos no digeribles, tales como
carbohidratos vegetales complejos (fibra dietética), suministrando energia y nutrientes
para ambas comunidades, el huésped y las bacterias simbiontes. Las células epiteliales
en el colon distal obtienen el 60-70% de sus requerimientos energéticos de los
productos de fermentacidn bacteriana. Durante la fermentacion se producen
metabolitos esenciales como son la biotina, vitamina K y dcidos grasos de cadena corta
(SCFA) como el acetato, propionato y butirato. El butirato es de particular interés ya que
puede modular el crecimiento y la diferenciacion de las células epiteliales. Los SCFA
también contribuyen a la homeostasis del huésped acidificando el pH luminal e
inhibiendo asi el crecimiento de patdgenos (Robles Alonso y Guarner, 2013a;
Sonnenburg y Backhed, 2016).

1.1.2.2.2. Funcion estructural

La microbiota fortifica la barrera intestinal induciendo la sintesis de IgA y promoviendo

el fortalecimiento de las TJ entre las células.
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Ademas, la presencia de la microbiota en el intestino tiene un impacto decisivo sobre el
desarrollo y maduracidn del sistema inmunitario. Para mantener un éptimo sistema de
defensa, el huésped ha de interpretar de manera precisa el ambiente luminal para
distinguir los organismos comensales de los patdgenos y generar sefiales que se
transmiten a las células inmunocompetentes del tejido subyacente, para asi regular la
activacién de una respuesta inmune que controle la invasidn o para mantener un estado
de inmunotolerancia frente a bacterias comensales. Las interacciones entre los
microorganismos, el epitelio y los tejidos linfoides intestinales son multiples, continuas
y con caracteristicas diversas, de modo que adaptan constantemente los mecanismos

locales y sistémicos de la inmunidad al ambiente microbiano (Garrett et al., 2010).

La activacion de los mecanismos de defensa depende en primer lugar del
reconocimiento rapido de los patrones moleculares asociados a bacterias comensales y
patégenos, a través de receptores que detectan componentes estructurales de las
bacterias o virus. Esto se realiza en el medio extracelular mediante los TLR de la
membrana y en el medio intracelular mediante los receptores intracelulares, como por
ejemplo de tipo NOD, entre otros. La activacién de estos receptores impulsa vias de
sefializacion que llevaran a la secrecidn de citoquinas y quimioquinas que actuaran como
sensores generando la respuesta innata y adaptativa. En segundo lugar, las células M
censan los microorganismos que atraviesan la capa densa de mucus, los captan vy los
presentan al tejido linfoide subyacente que contiene las células presentadoras de
antigeno. Estas células presentan los antigenos a los linfocitos T dando lugar a la
estimulacion de linfocitos T helper encargados de secretar citoquinas anti-inflamatorias
reguladoras (IL-10, TGF-beta) que mantendran un estado de inmunotolerancia frente a
las bacterias de la microbiota. Como tercera linea de defensa, las células dendriticas
intestinales pueden muestrear directamente el contenido intestinal extendiendo
dendritas entre los enterocitos superficiales sin interrumpir las TJ, pueden ingerir a las
bacterias comensales, procesarlas y presentar los antigenos a otras células del sistema
inmunitario presentes en los ganglios linfaticos mesentéricos donde se induce una
respuesta inmune local a las bacterias comensales (O’Hara y Shanahan, 2006; Guarner,
2011).

1.1.2.2.3. Funcion protectora

La microbiota comensal ejerce un papel de resistencia frente a la colonizacién de
bacterias oportunistas ya que compite por la disponibilidad de nutrientes. Ademas, la
microbiota comensal es capaz de inducir la sintesis y liberacion de proteinas o péptidos

antibacterianos por parte del epitelio intestinal. Las células Paneth, los colonocitos, los
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neutrdéfilos del colon entre otros, pueden expresar moléculas antimicrobianas (lectinas
de tipo C, defensinas y catelicidinas) que funcionan en la defensa del huésped. Las
defensinas son los péptidos antimicrobianos mas ampliamente expresados. Las
proteinas antimicrobianas son moléculas efectoras fundamentales de inmunidad
innata, estas proteinas tienen actividad antibidtica directa contra una amplia gama de
bacterias y otros microbios, y son retenidas en la capa de mucus limitando el acceso de
los microorganismos. La funcién de muchas de estas proteinas consiste en inhibir la
adhesién, causar la muerte bacteriana a través de enzimas que actuan sobre la pared
bacteriana, o en competir por la captacién de hierro (lipocalina 1). La expresién de estas
proteinas esta regulada por diferentes sefiales bacterianas y algunas se expresan
constitutivamente (Bevins, 2006; Garrett et al., 2010).

Si bien la microbiota intestinal tiene importantes funciones fisiolégicas, también puede
ser una amenaza considerable para el mantenimiento de la homeostasis intestinal, ya
que alteraciones en la distribucion de las especies que la componen (disbiosis) se han
asociado con enfermedades metabdlicas, autoinmunidad, alergias y cancer. Las técnicas
de secuenciacién masiva recientes han permitido obtener informacién detallada sobre
la composicién y dindmica de la microbiota y asociar determinados cambios fisioldgicos
y fisiopatologicos con la presencia, ausencia, niumero y distribucion relativa de cepas
bacterianas en el intestino. Parece existir una variacidn sustancial en los niveles de
colonizacion de ciertos grupos microbianos en diferentes enfermedades o patologias.
Asi por ejemplo, en determinadas disbiosis se observa como bacterias del género
Bifidobacterium y Lactobacillus disminuyen mientras que los géneros Fusobacterium, o
Clostridium, asi como bacterias coliformes y los enterococos incrementan. Sin embargo,
la relacion directa de estos desequilibrios con el desarrollo de las enfermedades aun se
desconoce. Actualmente, se estan estudiando nuevas estrategias para revertir el
desequilibrio en la microbiota y potenciar su efecto beneficioso sobre la salud intestinal.
Algunas de las opciones terapéuticas prometedoras incluyen la manipulacion de la
microbiota intestinal a través del trasplante de microbiota fecal o a través de la
administracion de probidticos. Ambas estrategias van encaminadas a corregir la
disbiosis y restablecer la homeostasis intestinal (Baumler y Sperandio, 2016; Becker et
al., 2015; Caballero y Pamer, 2015; Tiihonen et al., 2010).

1.2. PROBIOTICOS

La Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién (FAO) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecieron en 2001 la definicién de

probidticos, como microorganismos vivos que cuando se administran en cantidades
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adecuadas confieren beneficios para la salud del huésped.

El primer informe cientifico sobre las bacterias probidticas data de 1907, cuando Elie
Metchnikoff, ganador del premio Nobel, observé una correlacidn entre la ingesta de
bacterias productoras de acido lactico en el yogur y una mayor longevidad en las
poblaciones de campesinos bulgaros. Al mismo tiempo, Henry Tissier sefialé que la
poblacién microbiana gastrointestinal de los bebés sanos amamantados contenia una
bacteria en forma de "Y" denominada "Bifidus", la cual estaba ausente en los bebés
alimentados con leche de formula y que padecian de diarrea. Pero no fue hasta 1994,
cuando la Organizaciéon Mundial de la Salud considerd que los probidticos podrian
constituir un sistema de defensa inmunitaria importante cuando los antibiéticos
comunmente administrados no eran efectivos debido al desarrollo de resistencias (Alok
etal., 2017; Bron et al., 2011).

La acumulacién de evidencias cientificas obtenidas a lo largo de los afios de estudios in
vivo, in vitro y ensayos clinicos demuestra los efectos beneficiosos de los probidticos en
la mejora y prevencion de los trastornos intestinales y sistémicos, tales como la
enterocolitis necrotizante en recién nacidos prematuros, la prevencidon de la diarrea
asociada a antibidticos, la diarrea infecciosa aguda en adultos, la enfermedad de Crohn,
la colitis ulcerosa, el sindrome de colon irritable, alergias, obesidad, diabetes tipo 2 y
diferentes tipos de cancer. Para ejercer dichos efectos beneficiosos sobre el intestino
los probidticos regulan y mejoran la ecologia microbiana, la supervivencia de células
epiteliales, la funcién inmune (para combatir tanto alergias como la exposicion a
sustancias toxicas) y la funcién de barrera (previniendo la colonizacion por parte de
patdgenos). Por estas razones, la administracién de probidticos posee un gran potencial
como agente terapéutico o como una alternativa al tratamiento estandar de las
enfermedades gastrointestinales. Sin embargo, la enorme complejidad de las relaciones
entre las microbiota y las células del intestino ha dificultado descifrar los mecanismos
de accidn de los probidticos, que al dia de hoy siguen siendo discutidos y se encuentran
bajo investigacidn. Se conocen bien los efectos de los probiéticos, pero en muchos casos
se desconoce cuales son los factores microbianos y las bases moleculares que median
estos efectos, lo que puede limitar el uso de probidticos en la preservacién de la salud.
Por todo ello, el campo de la investigacion en probidticos ha progresado hacia estudios
moleculares de las interacciones entre el huésped y los microorganismos, pero todavia
se requiere la caracterizacién exhaustiva y detallada de las moléculas bacterianas
(inmunomoduladoras) que median las respuestas moleculares y fisiolégicas del huésped
(Becker et al. 2015).

Actualmente, el gran interés por las bacterias probidticas ha conducido a un aumento
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en la produccién de alimentos funcionales y de medicamentos que contienen estas
bacterias. Dado su origen intestinal, estas bacterias sensibles se enfrentan a enormes
desafios para estar en un estado altamente viable durante el procesamiento,
almacenamiento y transito gastrointestinal hasta llegar al sitio de accion en el intestino
humano. La formulacién mas comuin de los probidticos es como productos frescos de
fermentaciéon o como suplementos bacterianos liofilizados. Aunque el numero de
bacterias que se requieren para generar una respuesta deseada en el huésped varia
dependiendo de la cepa, formulacion y tipo de aplicacidn, generalmente se recomienda
que los productos probidticos contengan al menos 10’ microorganismos / gr o ml. Como
los probidticos deben llegar vivos a su sitio de destino, la preparacién comercial de los
cultivos probidticos debe permitir que las bacterias sobrevivan a las condiciones de
estrés durante la produccién industrial incluyendo el estrés oxidativo, térmico, osmético
y por disolvente, asi como a las tensiones del procesamiento a los que se ven sometidos
durante la liofilizacion. Las tensiones a las que se enfrentan los probidticos contintan
después de la preparacidn, ya que se requiere que las células sobrevivan durante la vida
util del producto. Adicionalmente, después del consumo se encuentran condiciones de
estrés durante el transito a través de las diferentes partes del tracto gastrointestinal del
consumidor, incluyendo el bajo pH gastrico, la exposicidn a la bilis y a enzimas digestivas
en el duodeno. Sin embargo, como todas las bacterias, las probidticas conservan un gran
nimero de mecanismos moleculares para combatir el estrés ambiental, a menudo letal,
que encuentran durante el procesamiento y después de la ingesta (Corcoran et al., 2008;
Bron et al., 2011).

Es importante sefialar que los efectos y beneficios para la salud ejercidos por los
probidticos son especificos de la cepa. Las propiedades de una cepa no se pueden
extrapolar a otra, ni siquiera a cepas de la misma especie. Los probidticos
predominantes son las bacterias, aunque también se pueden encontrar en menor
medida las levaduras. Los probidticos mas comunmente utilizados provienen
principalmente de los géneros gram-positivos Lactobacillus y Bifidobacterium aunque
otras especies como el probidtico gram-negativo Escherichia coli Nissle 1917 se utilizan
también (Tabla 1.1). Se han identificado mas de 100 especies de Lactobacillus como L.
acidophilus, L. brevis, L. casei, L. Rhamnous y L. salivarius que producen enzimas
hidroliticas para metabolizar proteinas e hidratos de carbono. Otras especies de
Lactobacillus ayudan en la sintesis de vitamina B, vitamina K, favorecen la
descomposicidn de las sales biliares, ayudan en la mejora de la inmunidad innata y
adquirida, asi como también, contribuyen a la inhibicion de mediadores
proinflamatorios. La férmula probidtica VSL#3 (Ewaschuk et al., 2008) que consiste en
una mezcla de Streptococcus thermophilus, 4 especies de Lactobacillus, y 3 especies de

Bifidobacterium mejora la colitis inducida por DSS en un modelo animal. Asi mismo,
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cepas como E. coli Nissle 1917 (Wang et al., 2014; Toloza et al., 2015), L. Plantarum
(Anderson et al., 2010), L. acidophilus y S. thermophilus mejoran la funcién de barrera
intestinal (determinada por el aumento en la resistencia eléctrica transepitelial (TER))
en monocapas de células epiteliales de intestino humano, y la combinacién de los dos
ultimos atenua la disrupcidn de barrera inducida por E. coli enteroinvasiva (EIEC) en
células HT29 (Resta-Lenert y Barrett, 2003). L. plantarum DSM 2648 reduce el efecto
negativo de E. coli enteropatégena (EPEC) sobre la TER y reduce su adhesidn a células
de epitelio intestinal Caco-2 (Anderson et al., 2010). El pretratamiento con L. rhamnosus
GG previene la disminucion de TER inducida por E. coli enterohemorragica (EHEC) y
contraresta la redistribucién de las proteinas de TJ en células T-84 (Johnson-Henry et al.,
2008).

Tabla 1.1. Probidticos utilizados comunmente. Tabla modificada de Alok et al., 2017.

Lactobacillus sp. Bifidobacterium sp. Otras
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium animalis Bacillus cereus
Lactobacillus Bifidobacterium infantis Saccheromyces boulardii
rhammosus(LGG)

Lactobacillus gasseri Bifidobacterium adolescentis  Enterococus faecalis
Lactobacillus casei Bifidobacterium longum Streptococcus thermophilus
Lactobacillus reuteri Bifidobacterium breve Streptococcus salivarius
Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium termophilum  Clostridium butyricum
Lactobacillus plantarum Proprionibacterium
freundendreichii
Lactobacillus johnsonii Ruminococcus gnavus

Lactobacillus lactis

Lactobacillus brevis Escherichia coli Nissle 1917
Lactobacillus salivarius

1.2.1. Escherichia coli Nissle 1917 (EcN)

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN), es una bacteria probidtica gram-negativa identificada
y descrita en 1917 por el Dr. Alfred Nissle de Friburg, Alemania. A pesar de presentar el
serotipo (O6: K5: H1) caracteristico de las cepas de E. coli asociadas a infecciones del
tracto urinario, no es patogena. Esta cepa fue aislada de las heces de un soldado, que a
diferencia de sus compafieros, sobrevivid a un brote de diarrea causado por Shigella,
durante la Primera Guerra Mundial. Desde principios de la década de 1920, se vende
en Europa central como un agente probidtico, registrado con el nombre de "Mutaflor®".
Se administra para el tratamiento de diversas enfermedades del tracto gastrointestinal

en humanos. Su uso ha sido recomendado para la prevencion de enfermedades
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diarreicas causadas por patégenos como Shigella, Salmonella o E. coli. Es
particularmente eficaz en el tratamiento enfermedades infecciosas del intestino
incluyendo la diarrea en nifios, la diarrea asociada con VIH y en el mantenimiento de la
remision de la colitis ulcerosa. Esta cepa es un buen colonizador del intestino humano y
permanece en el colon durante meses después de la administracidon. Asi mismo, afecta
positivamente la homeostasis gastrointestinal y el equilibrio microbiano. ECN promueve
la modulacién anti-inflamatoria de la respuesta inmune y refuerza la funcién de la
barrera epitelial a través de la regulacién positiva y redistribucidn de las proteinas de TJ.
Ademas, cumple con todos los requisitos necesarios para ser reconocido como un
organismo seguro para uso humano (Jacobi y Malfertheiner, 2011; Scaldaferri et al.,
2016).

Con el fin de analizar las propiedades de EcN se han realizado diversos estudios que han
permitido su caracterizacion tanto a nivel fenotipico como a nivel genético. EcN
presenta un lipopolisacarido (LPS) semi-rugoso con cadenas laterales de 06 acortadas
que le confiere sensibilidad al suero. No produce toxinas conocidas, y su flagelo le
permite, junto con la expresidn de varias adhesinas y fimbrias, competir eficazmente
con patogenos para los sitios de unidn en el intestino del huésped. El genoma EcN ha
sido secuenciado (tamafio del genoma 5,441,200 pb) y se estima que contiene 5,324
secuencias codificantes. Los analisis gendmicos comparativos indican que EcN proviene
de un ancestro uropatoégeno, al igual que cepa E. coli CFTO73 y que mediante procesos
evolutivos tales como delecciones, inserciones (mediante transferencia horizontal de
genes) y mutaciones en su genoma, ha perdido factores de virulencia y en cambio ha
ganado genes que le confieren su capacidad probidtica. EcN contiene en su genoma 108
secuencias codificantes especificas, 166 secuencias que estan ausentes en CFT073 y
posee alrededor de 903 secuencias codificantes ausentes en la cepa de laboratorio de
E. coliK-12, MG1655. Los genes vinculados a la peculiaridad gendmica de EcN se agrupan
principalmente en cuatro grandes islas gendmicas y muchos otros grupos de genes mas
pequefios. ECN cuenta con un amplio repertorio de factores de adaptacidn o fitness que
promueven su competitividad, lo que probablemente explica su éxito como probidtico.
Entre estos factores se encuentran microcinas, sistemas de captacién de hierro,
adhesinas y proteasas que contribuyen a la colonizacion del intestino. Sin embargo, a
pesar de las exitosas aplicaciones terapéuticas de EcN, sélo se dispone de informacion
limitada de algunos estudios experimentales sobre los mecanismos moleculares y
celulares subyacentes responsables de los efectos beneficiosos sobre el huésped (Cress
et al., 2013; Grozdanov et al., 2004; Reister et al., 2014; Sun et al., 2005).
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1.2.1.1. Mecanismos vinculados con el efecto probiotico de EcN

La falta de factores de virulencia especificos de cepas uropatégenas, tales como la a-
hemolisina y adhesinas del tipo P-fimbria, combinado con la expresiéon de un gran
numero de factores fitness, factores de interferencia y factores moduladores (FIGURA
1.8), hacen de EcN una cepa probidtica capaz de ejercer diversos efectos beneficiosos
sobre el huésped.

PROBIOTIC EFFECT OF
E. coli NISSLE 1917

v A

FITNESS FACTORS INTERFERENCE MODULATION
e Multiple Fe uptake systems o Induction of antimicrobial e Induction of alert (IL-8 and other
peptides chemokines)
e Exceptionally good gut
colonization (adhesins) e Microcins e Induction of recognition (TLR5)
e Host safety (no virulence factors, o Colonization resistance e Antagonist of leaky gut (tight junction
semirough LPS) properties)

e Anti-inflammatory and immunostimulating

FIGURA 1.8. Efectos probioticos de Escherichia coli Nissle 1917. Imagen obtenida de
Trebichavsky et al., 2010.

En primer lugar, los factores fitness estan constituidos por una amplia variedad de
proteinas y moléculas que promueven la competitividad bacteriana, la supervivencia y
contribuyen a la colonizacion del intestino humano. Dentro de los factores fitness se
encuentran seis sistemas diferentes de captacidn de hierro que resultan ventajosos para
que EcN pueda competir con otras bacterias intestinales por la adquisicién de hierro
dentro del sistema gastrointestinal, donde este metal es limitante. Es de destacar que
el hierro es necesario para mantener la viabilidad celular y la adaptacién de la bacteria
al medio intestinal. Se encuentran ademas, la expresidn de varias adhesinas tales como
FimA, F1C y curli que aumentan su adhesién a las células epiteliales y, por tanto, a la
colonizacién y persistencia en el tracto intestinal del huésped (FIGURA 1.9). Las
adhesinas FimA y F1C son muy importantes en la formacién de biofilms (Lasaro et al.,
2009).

En segundo lugar, los factores de interferencia de EcN consisten en mecanismos
antimicrobianos que interfieren con la invasion de las células epiteliales intestinales
humanas por diferentes patdgenos bacterianos. Estos mecanismos incluyen Ia
produccién de dos microcinas (MccH47 y MccM) que son eficaces en la competencia
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contra enterobacterias antagénicas; y la sintesis de proteasas que pueden ayudar a su
supervivencia y a su capacidad de colonizar eficazmente el intestino humano (Jacobi y
Malfertheiner, 2011).

Por ultimo, los factores de modulacidn de EcN regulan la expresién de las respuestas
antimicrobianas ejercidas por las células de la mucosa intestinal. Por un lado, EcN
interacciona y modula el sistema inmunitario promoviendo una disminucion de las
citoquinas proinflamatorias (IL-2, TNF-a, IFNy) y el aumento en las citoquinas anti-
inflamatorias (FIGURA 1.9). Este probidtico puede ademas reducir la expansidon de
células T recién reclutadas en la mucosa intestinal y disminuir la inflamacion intestinal,
pero no afecta a las células T activadas vinculadas al tejido, lo que permite eliminar los
antigenos deletéreos con el fin de mantener la homeostasis inmunoldgica (Scaldaferri
et al., 2016). Por otra parte, EcN posee una proteina estructural del flagelo, la flagelina
H1 biolégicamente muy efectiva que es reconocida por el receptor de membrana TLR5.
La seializacién de TLR5 induce la secrecién de interleuquina-8 (IL-8) por parte de los
enterocitos. IL-8 es una citoquina antimicrobiana relevante que actiia como un quimio-
atrayente de neutrdfilos, asegurando la fagocitosis de patégenos in situ. La flagelina H1
también activa la respuesta del huésped para contrarrestar la adhesion e invasidn de
patégenos a través de la sintesis del péptido antimicrobiano inducible B-defensina-2
humana (hBD-2) (Schlee et al., 2007). Este péptido antimicrobiano posee un gran
espectro de accion sobre microorganismos gram-negativos, gram-positivos, levaduras y
virus. Adicionalmente, EcN expresa en su superficie celular un polisacarido capsular,
llamado antigeno K5, tipico de cepas E. coli patégenas del sistema urinario y causantes
de infecciones extraintestinales. Esta capsula media la interaccion de EcN con los
enterocitos del huésped e induce varias quimioquinas como la proteina
guimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), la CCL5 (o RANTES) que atrae a células T,
eosindfilos y basdfilos, las proteinas inflamatorias de macréfagos 2-alpha y 2-beta (MIP-
2a y MIP-2B) y la proteina inducible IFN-y. Estimula también la expresién de TLRS5,
moléculas CD14 importantes para el reconocimiento de lipopolisacaridos bacterianos y
las moléculas de sefalizacién MyD88 y TRIF junto con la induccién de IL-8 en células
epiteliales intestinales. La pérdida de este polisacarido capsular reduce drasticamente
el nivel de induccidn de quimioquinas después de la interaccién con el huésped (Hafez
et al., 2009).

Dentro de los efectos moduladores de este probidtico se encuentra también la
capacidad de mejorar la integridad de barrera del epitelio intestinal, a través de
fortalecer las TJ de células epiteliales adyacentes mediante la regulacidn positiva de
varios de sus componentes (FIGURA 1.9). Estudios in vivo e in vitro han revelado que
EcN promueve una mayor expresion de las proteinas ZO-1, ZO-2 (Ukena et al., 2007,
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ZyreK et al., 2007), aunque los factores microbianos que median estos efectos no son
todavia conocidos. Mas recientemente se ha descrito que EcN media la regulacion
positiva de la proteina claudia-14 de las TJ, y este efecto ha sido atribuido a la proteina
TcpC (Hering et al., 2014).
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FIGURA 1.9. Estructura y mecanismos bdsicos de accidon de Escherichia coli Nissle 1917. LPS:
lipopolisacdrido; IL - 2: interleuquina - 2; TNF: Factor de necrosis tumoral; IFN: Interferdn.
Imagen obtenida de Scaldaferri et al., 2016.

Por otra parte, se ha observado que EcN aporta también un efecto protector contra los
reordenamientos de las proteinas de TJ de las células epiteliales intestinales inducidos
por la infecciéon con patdgenos tales como EPEC o Salmonella (Otte y Podolsky, 2004).
La destruccién y reordenamiento de las TJ conduce a un estado conocido como
"intestino permeable”, que se caracteriza por el incremento en la permeabilidad
paracelular que provoca la translocacion de microorganismos y sus productos a través
del epitelio intestinal, lo que conduce al desarrollo de enfermedades inflamatorias y
probablemente a otras alteraciones graves. En modelos murinos de colitis experimental
inducida por DSS (sulfato sédico de dextrano), el tratamiento con EcN reduce la pérdida
de peso corporal asi como el dafio macroscépico y microscdpico asociado a la colitis,
mejora el indice de actividad de la enfermedad y contrarresta el incremento de
permeabilidad intestinal a través de la regulacidn positiva de proteinas de TJ, (Kamada
et al., 2005, Ukena et al., 2007). En los ensayos realizados sobre monocapas de células
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epiteliales como modelo de barrera dafiada por la infeccion con EPEC, se observd que la
co-incubacién de EPEC con EcN o la adicion de EcN después de EPEC, inhibid la
disociacion de ZO-2 de la estructura de las TJ, resultando en una proteccion significativa
frente a la disfuncion de la barrera intestinal promovida por este patégeno (Zyrek et al.,
2007).

1.3. VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS

Una de las estrategias desarrolladas por las bacterias gram-negativas para facilitar su
interaccidon con otras células bacterianas, asi como con las células del huésped, es la
produccién y secrecién de vesiculas de membrana externa (OMVs). Particularmente en
el contexto del sistema gastrointestinal, donde las bacterias que constituyen la
microbiota no se encuentran en contacto directo con las células epiteliales del huésped
debido a la existencia de barreras fisicas y quimicas que lo protegen, la secrecién de
OMVs representa claramente un mecanismo para interactuar con el huésped. Las OMVs
pueden difundir a través de la capa de mucina y por tanto permiten la interaccion a
distancia con las células epiteliales, evitando el riesgo y las desventajas del contacto
intercelular directo. En general, la liberacidén de vesiculas facilita la interaccién de la
bacteria con una amplia drea de su entorno sin gastar energia en moverse y permite que
las OMVs accedan a ambientes que son inaccesibles a toda la bacteria. A diferencia de
otros sistemas de secrecién, las OMVs pueden actuar como vehiculos de entrega y
transferir una gama diversa de moléculas bioquimicamente activas a células proximales,
incluyendo acidos nucleicos, proteinas, lipidos y factores de virulencia. De hecho, es bien
conocido que las OMVs pueden entrar y liberar su carga dentro de las células huésped.
De esta manera, a parte de las proteinas secretadas por la microbiota, las OMVs son
capaces de difundir a través de la capa de mucina, acceder al epitelio y modular su
funcién (Ellis y Kuehn, 2010; Donoghue y Krachler, 2016; Kuehn y Kesty, 2005).

Las OMVs se identificaron por primera vez en la década de 1960, mientras se realizaba
una observacion de bacterias gram-negativas mediante microscopia electrénica. En un
principio se creyo que las OMVS correspondian a restos celulares derivados de la muerte
celular, pero mas tarde se descubrié que las OMVs contenian proteinas recién
sintetizadas y que se liberaban sin que existiera lisis bacteriana. En los ultimos 40 afos
de investigacion se ha demostrado que las OMVs son liberadas por las bacterias gram-
negativas durante todas las fases de crecimiento en los diversos entornos en los que las
bacterias residen, ya sean cultivos de laboratorio en medio liquido o en agar, en
entornos naturales incluyendo los fluidos y tejidos del huésped. En la actualidad se
acepta que las OMVs son un sistema de secrecidn generalizado utilizado por todas las
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bacterias, si bien los mecanismos moleculares implicados en su produccidn, asi como
algunas de sus funciones son todavia poco conocidos (Bonnington y Kuehn, 2014; Lee et
al., 2016; Unal et al., 2011).

Las OMVs son estructuras membranosas de forma esférica con un tamafio que varia
entre 10 a 300 nm de didmetro. Y como su nombre indica, se originan a partir de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas, y por tanto, estan formadas por una
bicapa lipidica. La capa exterior de la membrana externa (OM) esta compuesta
principalmente de lipopolisacarido (LPS), mientras que el foliolo o capa interna esta
compuesto de fosfolipidos. Las OMVs contienen ademas glicerofosfolipidos, proteinas
de la membrana externa, asi como componentes del periplasma bacteriano, aunque
también se ha observado la presencia de proteinas de la membrana interna, proteinas
citosdlicas, ademdas de metabolitos, DNA y RNA (Ellis y Kuehn, 2010; MacDonald y
Kuehn, 2012).

Las OMVs se consideran una via de secrecion insoluble de moléculas bioldgicamente
activas en un ambiente protegido de las condiciones externas. Estas vesiculas estan
preparadas para desempefiar un amplio rango de funciones relacionadas con procesos
bioldgicos involucrados tanto en la patogénesis y adhesion a las células del huésped,
como en la supervivencia bacteriana frente a situaciones de estrés. Entre estas
funciones esta su contribucidn a la formacién de biofilms, quorum sensing, adquisicion
de nutrientes, transferencia horizontal de genes, secrecion de proteinas y mediadores
diversos que contribuyen a la activacion y/o supresion inmunoldgica tras su
internalizacién en las células huésped (Kulp y Kuehn, 2010; Mashburn y Whiteley, 2005).

1.3.1. BIOGENESIS DE LAS OMVs

En base a diversos estudios genéticos, bioquimicos y microscopicos, se han sugerido
varios modelos para explicar la biogénesis de las OMVs. Estos modelos estan basados
en alteraciones en la union covalente del peptidoglicano a la membrana externa (OM)
como consecuencia de la acumulacién de fragmentos de peptidoglicano o proteinas mal
plegadas en el periplasma, que ejercen presién hacia la OM, lo que conduce a su
curvatura y posterior liberacidn de vesiculas al medio extracelular Otros modelos
proponen que debido a las diferencias en la tasa de crecimiento entre la pared celulary
la membrana externa, surgen regiones con interacciones pared-membrana externa

relajadas dando paso a la formacién de vesiculas (Lee et al., 2016; Zhou et al., 1998).

Estos modelos dependen de condiciones de estrés o manipulacion genética, y no

siempre son aplicables a todas las bacterias gram-negativas. Recientemente se ha

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



32

INTRODUCCION

descrito un nuevo modelo basado en la acumulacién de fosfolipidos en la cara externa
de la OM, que promueve la curvatura hacia el exterior generando la vesiculacién
(FIGURA 1.10) (Roier et al., 2016). La asimetria de la OM (LPS en la cara exterior y
fosfolipidos en la cara interna) se mantiene gracias a un sistema de transporte tipo ABC
muy conservado en las bacterias gram-negativas. Mutaciones en este sistema o
condiciones de crecimiento que reprimen su expresion incrementan la produccién de
OMVs. La limitacién de hierro, condicidn habitual en los tejidos del huésped, es uno de
los factores que regula negativamente la expresién del sistema de transporte de
fosfolipidos. Precisamente, para muchos patdgenos la produccion de OMVs incrementa
en los estados iniciales de la infeccion. Este modelo puede representar un mecanismo
general aplicable a todas las bacterias gram-negativas, incluso las de la microbiota
intestinal, puesto que la asimetria de la OM depende en todas ellas de la funcién y
regulacidon de este sistema de transporte.
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FIGURA 1.10. Modelo general de formacién de OMVs en bacterias gram-negativas. Etapa 1:
Acumulaciéon de fosfolipidos en la cara exterior de la membrana externa (OM) como
consecuencia de la expresion reducida del sistema de transporte de fosfolipidos. Etapa 2: La
expansion asimétrica en la membrana externa inicia una curvatura hacia fuera. Etapa 3: La
protuberancia en la membrana externa se aprieta en su base para formar una OMV que
finalmente es liberada. Esta vesicula esta enriquecida en fosfolipidos incorporados a la envuelta
externa. Imagen obtenida de Roier et al., 2016.

1.3.2. REGULACION EN LA PRODUCCION DE OMVs

Actualmente, no se conoce ninguna condicion de crecimiento en la que no ocurra la

formacidon de OMVs, (Kulp y Kuehn, 2010), aunque ciertas variaciones pueden tener un
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efecto drastico sobre su produccién. Las bacterias producen vesiculas en todas las fases
del crecimiento celular; sin embargo, durante la fase exponencial la produccién es mas
elevada puesto que la alta tasa de division celular conlleva al aumento de la tasa de
crecimiento de la pared bacteriana, lo que favorece la vesiculacidn. Las especies
patégenas generalmente liberan mas OMVs que sus contrapartes no patogenas,
posiblemente como una adaptacién para mejorar su virulencia (Rakoff-Nahoum et al.,
2014).

La produccion de OMVs puede también variar en funcion de los cambios ambientales.
En particular, los niveles de vesiculacién aumentan durante las situaciones de estrés
bacteriano, tales como las que se experimentan durante la colonizacién de los tejidos
del huésped (Ellis y Kuehn, 2010). Asimismo, las altas temperaturas (que hacen a las
membranas mas fluidas), el tratamiento con antibidticos (gentamicina y cloranfenicol),
la presencia de péptidos antimicrobianos, la limitacién de nutrientes como lisinay Mg2+,
la infeccidn por bacteridfagos y el estrés que sufre la envoltura celular debido a la
acumulacién de proteinas en el periplasma, causan una sobreproducciéon de OMVs (Unal
et al., 2011).

Adicionalmente, la produccién de OMVs puede estar regulada por determinados genes.
Recientemente, se ha demostrado que determinados mutantes para las proteinas de la
envoltura celular producen un fenotipo de hipovesiculacion o hipervesiculacion. Las
mutaciones en los genes ypjA y nlpA reducen significativamente la produccion de
vesiculas (Kulp y Kuehn, 2010). Por el contrario, la mutacion del gen tolR en la cepa EcN
promueve un incremento en la produccion de OMVs (Pérez-Cruz et al., 2016).

1.3.3. VIAS DE INTERNALIZACION DE LAS OMVs

El mecanismo principal que permite que las OMVs atraviesen la membrana de una célula
huésped para entrar en ella y liberar su contenido es la endocitosis. La endocitosis se
diferencia en tres vias principales dependiendo de la composicién y procedencia de las
vesiculas: endocitosis dependiente de clatrina, endocitosis mediada por caveolina o
través de balsas lipidicas. Las OMVs de tamafo superior a 1um pueden internalizarse
dentro de la célula huésped mediante la fusién de membranas (FIGURA 1.11) (Donoghue
y Krachler, 2016).

La via de la endocitosis mediada por clatrina se produce a través de la formacién de
fosas revestidas con clatrina de hasta 200 nm de didmetro en la superficie de las células

epiteliales y se desencadena por union de un ligando a los receptores de la superficie
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celular. La entrada de OMVs a través de esta via puede ser inhibida mediante el uso de
farmacos tales como la clorpromazina que previene la formacién de fosas revestidas con
clatrina o mediante inhibidores de la dinamina que evitan la escisién del endosoma de
la membrana (FIGURA 1.11) (Vercauteren et al., 2010).

Se ha descrito que las OMVs de determinadas cepas patégenas que transportan factores
de virulencia utilizan la endocitosis mediada por clatrina para entrar en la célula huésped
através de las interacciones toxina-receptor, como es el caso de la toxina shiga, la toxina
del célera y la adhesina arg-gingipain (RgP) de Porphyromonas gingivalis. En el caso de
las OMVs derivadas de cepas de la microbiota intestinal de humanos, se ha descrito que
particularmente la cepa probidtica EcN y la cepa comensal E. coli ECOR12 también se
internalizan en las células epiteliales del huésped a través de endocitosis mediada por
clatrina (Cafias et al., 2016).
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FIGURA 1.11. Vias de internalizacion de las OMVs en las células huésped. Las vias de
internalizacién de OMVs pueden requerir zonas recubiertas de clatrina, formacién de caveolas,
uso de balsas lipidicas o fusidon directa de membrana. La entrada de las OMVs puede verse
afectada por el uso de inhibidores contra componentes de estas vias. Imagen obtenida de
Donoghue y Krachler, 2016.

Otra de las vias de internalizacién utilizada por las OMVs de una gran variedad de
especies es la via de las balsas lipidicas también llamadas lipid rafts. Las balsas lipidicas
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son dominios de la membrana plasmatica enriquecidas con esfingolipidos y colesterol.
El agrupamiento de dichos dominios permite la formacién de invaginaciones en la célula
huésped, dando lugar a la entrada de vesiculas y otras particulas. Los dominios ricos en
colesterol son interrumpidos por el uso de sustancias quimicas como la metil-B-
ciclodextrina que secuestra el colesterol de la membrana celular, o la filipina y nistatina
gue se unen al colesterol e impiden la formacion de las balsas lipidicas (FIGURA 1.11)
(Pelkmans, 2005; Vercauteren et al., 2010).

La via de internalizacion mediada por caveolina se produce cuando las balsas lipidicas se
enriquecen con caveolina. La oligomerizacién de la caveolina permite la formacién de
invaginaciones en forma de cueva en la membrana celular de alrededor de 80 nm de
diametro, denominadas caveolas. Al igual que en la endocitosis mediada por clatrina, la
dinamina esta involucrada en la escision de las invaginaciones de la membrana,
permitiendo la internalizacién de las caveolas (FIGURA 1.11). Se ha sugerido esta via
como el mecanismo preferencial de invasién para muchos patégenos, ya que se piensa
que las caveolas internalizadas evitan su fusion con los compartimentos lisosémicos y
su posterior degradacion facilitando su presencia dentro de la célula (Pelkmans, 2005;
Rewatkar et al., 2015).

Finalmente, la internalizacion mediante la fusidon de membranas se describe como otro
de los mecanismos utilizados por las OMVs para entrar en las células huésped, a pesar
de que las membranas de las OMVs y de las células epiteliales sean constitutivamente
diferentes. Esta via estd restringida a vesiculas con tamafio superior a 1 um (Bomberger
et al., 2009).

1.3.4. FUNCIONES DE LAS OMVs

La investigacion sobre la composicién molecular de las OMVs ha permitido deducir sus
funciones. De hecho, las proteinas asociadas a las vesiculas contribuyen
significativamente a esas funciones, y por lo tanto ha habido muchos esfuerzos
encaminados a su identificacion. Mediante métodos bioquimicos incluyendo PAGE
seguida de tincion de proteinas y analisis protedmicos realizados en los ultimos afios, se

han identificado miles de proteinas presentes en las OMVs (Lee et al., 2016).

La mayoria de los estudios que describen las funciones de las OMVs se centran en
aquellas que derivan de cepas virulentas. Sin embargo, en los ultimos cinco afios ha
existido un interés creciente en estudiar las funciones de las OMVs derivadas de cepas
comensales, asi como en deducir cudl es su papel dentro de la regulacion de la

homeostasis intestinal.

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



36

INTRODUCCION

1.3.4.1.  Funciones de las OMVs provenientes de cepas patégenas

En cuanto a las OMVs provenientes de cepas patdgenas, se ha descrito que estas
contienen una amplia variedad de factores de virulencia que incluyen toxinas y enzimas,
asi como antigenos no proteicos tal como el LPS (Kuehn y Kesty, 2005). Estos factores
presentes en las OMVs son utilizados para mediar la interaccién bacteria-bacteria o
bacteria-huésped ya sea estimulando directamente a las células diana o transfiriendo su
contenido (FIGURA 1.12) (Lee et al., 2016).
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FIGURA 1.12. Funciones fisiopatolégicas de las OMVs de bacterias gram-negativas. Se
propusieron las funciones de OMVs bacterianas gram-negativas en base a las proteinas
vesiculares identificadas. Imagen obtenida de Lee et al., 2016.

Dentro de las diversas capacidades de las OMVs para interactuar con otras bacterias se
encuentran la resistencia a los antibiéticos, la eliminacién de bacterias competidoras y
la adquisicién de nutrientes. Las vesiculas permiten el intercambio de productos
bacterianos tales como el DNA resistente a DNasas y enzimas. Por ejemplo, las OMVs
derivadas de P. aeruginosa y Moraxella catarrhalis transfieren la enzima 3-lactamasa a
las bacterias sensibles a los antibidticos betalactdmicos (como penicilinas vy
cefalosporinas) para contribuir a su supervivencia. Las vesiculas de P. aeruginosa y
Shigella flexneri integran LPS de forma estable, a las superficies de otras bacterias gram-
negativas. Las bacterias gram-negativas pueden eliminar a las bacterias competidoras,
gue se encuentran en el mismo nicho ecoldgico, mediante la secrecién de factores
antimicrobianos a través de las OMVs. Las proteinas que median el transporte de
siderdforos, aminodacidos y acidos grasos, asi como la xilanasas y celulasas (encontradas
en algunas vesiculas) pueden ayudar a que las OMVs participen en la adquisicion de

nutrientes y, por lo tanto, proporcionan una ventaja de supervivencia para las bacterias
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(Ellis y Kuehn, 2010).

Por otra parte, las OMV desempefian varias funciones durante las interacciones
bacteria-huésped, tales como la induccion de respuestas inflamatorias, la adhesién a las
células epiteliales y la administracién de toxinas y otros factores de virulencia a las
células huésped. Las OMVs contienen varios patrones moleculares asociados a
patdgenos, incluyendo lipoproteinas y LPS, que contribuyen a promover respuestas
inflamatorias en el huésped. Ademads, las OMVs liberadas por una cepa patdgena
podrian causar inflamacién aumentada, resultando en la exposicion de las proteinas de
la matriz extracelular del huésped y en la regulacién positiva de los receptores de la
superficie de las células epiteliales que son beneficiosas para la colonizacion por otras
cepas. Por lo tanto, se entiende que los cambios proinflamatorios mediados por las
vesiculas en el tejido huésped pueden allanar el camino para la adherencia y
supervivencia de patégenos colonizadores. Algunas OMVs transportan una gran
cantidad de adhesinas (Ata, BabA 'y SabA) y porinas (OmpA) que les ayudan a interactuar
con la membrana plasmatica del huésped y permiten que se fusionen con la membrana
de las células huésped para que puedan internalizarse o suministren su carga a las
células eucariotas. Ademas, las OMVs portan diversos factores de virulencia tales como
la toxina citolisina (ClyA) de E. coli enterohemorragica (EHEC), la enterotoxina termolabil
(LT) de E. coli enterotoxigénica (ETEC), la toxina vacuolizante (VacA) de Helicobacter
pylori, la toxina Shiga de Shigella dysenteriae y la hemolisina (Hly) de Salmonella typhi.
También contienen enzimas digestivas como la fosfatasa alcalina, elastasa, y fosfolipasa
hemolitica C que pueden desempefiar funciones en la modulacién de la respuesta
inmune del huésped. Las toxinas y enzimas empaquetadas dentro de las OMVs tienen
varias ventajas sobre sus homoélogos solubles o asociados a células, ya que se
encuentran inmersas en un mecanismo de protecciéon contra las proteasas y los
anticuerpos del huésped, evitando su degradacién y permitiendo aumentar su
estabilidad (Bomberger et al., 2009; Ellis y Kuehn, 2010; Haurat et al., 2015; Kesty y
Kuehn, 2004).

1.3.4.2.  Funciones de las OMVs provenientes de cepas comensales

El papel de las OMVs producidas por cepas de la microbiota humana ha recibido mucha
atencién en los ultimos afios. Recientemente se ha demostrado que contribuyen a la
salud intestinal ya sea mediante la inmunomodulacion de las respuestas del huésped o
mediante la obtencion de nutrientes para los microorganismos de la microbiota (Haurat
et al., 2015).

Estudios recientes aportan evidencias sobre la importancia de las OMVs como
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herramientas de suministro de moléculas moduladoras en el intestino. Por ejemplo, en
el caso de los miembros del género Bacteroides (conocido por contribuir a la salud
intestinal), se encontré que el transporte de ciertos polisacdridos a través de las OMVs
activan la secrecion de interleucina-10 a través de las células T reguladoras, lo que
resulta ser importante para la inmunotolerancia del huésped. Por otra parte, se
demostré que las OMVs de algunos miembros del género Bacteroides estan
involucradas en una compleja red dedicada al procesamiento de nutrientes en el
intestino humano. Mediante andlisis protedmicos se ha revelado el empaquetamiento
selectivo de un gran numero de carbohidratos y enzimas con actividad hidrolasa en
respuesta a estimulos externos. Los monosacaridos, oligosacaridos y aminodacidos
resultantes de la actividad de las enzimas hidroliticas estdn disponibles para que otras
bacterias los utilicen y de esta manera pueden ayudar a asegurar los nutrientes en
beneficio de toda la comunidad bacteriana presente en la microbiota (Elhenawy et al.,
2014). También se propone que las OMVs son importantes para establecer unidades
ecolégicas organizadas dentro de la microbiota intestinal (Rakoff-Nahoum et al., 2014).
Estos indicios apoyan fuertemente que las OMVs ejercen un papel clave en el

establecimiento y equilibrio de la microbiota intestinal.

El analisis del protedma de las OMVs de la cepa probiotica EcN permitié identificar 192
proteinas, 41 codificadas por genes vinculados exclusivamente a la cepa, 57 comunes a
vesiculas derivadas de patdgenos y 94 descritas en vesiculas de E. coli K-12, en concreto
de la cepa de laboratorio DH5a. Las funciones de las proteinas encontradas se
relacionaron con la adhesién, la modulacién del sistema inmunitario y la supervivencia
bacteriana, lo que proporciond pruebas de que las OMVs derivadas de probidticos
contienen proteinas que pueden dirigir estas vesiculas al huésped y mediar sus efectos

beneficiosos sobre la funcién intestinal (Aguilera et al., 2014).

Sin embargo, es de importancia cientifica proporcionar una visién mas profunda sobre
el papel de las OMVs derivadas de cepas comensales y probidticas sobre la interaccién
huésped- microbiota y mejorar nuestra comprensién sobre sus mecanismos de accion.
En este sentido, nuestro grupo ha sido pionero en el anadlisis de las funciones de las
OMVs de EcN y de cepas comensales de E. coli. En concreto se ha demostrado que las
OMVs de estas cepas se internalizan en las células del epitelio intestinal a través de
endocitosis mediada por clatrina (Cafias et al., 2016) y que pueden modular la respuesta
de citoquinas/quimiocinas de células epiteliales e inmunitarias intestinales en modelos
celulares in vitro y ex vivo (Fabrega et al., 2016). En esta tesis se analizé el efecto de las
OMVs sobre la funcién de barrera intestinal.
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El probidtico E. coli Nissle 1917 (EcN) ejerce un efecto positivo sobre la funcion de la
barrera epitelial intestinal a través de varios mecanismos, entre los que se encuentra la
regulacién de proteinas de tight junctions (TJ). Sin embargo, los factores microbianos
gue median estos efectos no son del todo conocidos. Los factores secretados por la
microbiota tienen un papel relevante en la modulacion de la homeostasis intestinal ya
gue pueden difundir a través de la capa de mucina y acceder a las células del epitelio.
Entre los factores secretados por las bacterias gram-negativas se encuentran las

vesiculas de membrana de externa (OMVs).

El objetivo general de esta tesis fue determinar el efecto de las OMVs y de los factores
secretados en forma libre por la cepa probidtica E. coli Nissle 1917 (EcN) y por otras
cepas comensales de E. coli sobre la regulacion de la barrera epitelial intestinal, a nivel
de TJ.

Los objetivos especificos fueron:

1. Seleccionar cepas comensales de la coleccion ECOR con capacidad de reforzar
la barrera epitelial.

2. Analizar el efecto de factores secretados (OMVs y factores solubles) aislados de
EcN y ECOR63 sobre la regulacidon de la barrera epitelial intestinal en un
modelo celular in vitro de barrera intacta:

- Impacto sobre la resistencia eléctrica transepitelial (TER).
- Regulacion de la expresion y distribucién subcelular de proteinas de TJ.

3. Analizar el efecto de factores secretados (OMVs y factores solubles) aislados de
EcN y ECOR63 sobre la regulacidon de la barrera epitelial intestinal en un
modelo celular in vitro de barrera dafiada por infeccion con E. coli
enteropatogena EPEC:

- Proteccidn frente a la disminucién de la TER.
- Determinar cambios en la expresidn de proteinas de TJ.

- Analizar el reordenamiento de las proteinas de TJ a nivel subcelular.
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3.1. CEPAS BACTERIANAS

Las caracteristicas mas importantes de las cepas bacterianas usadas en este trabajo se

detallan en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Cepas de E. coli utilizadas en este trabajo. Para cada cepa se indica su nombre,
descripcion del genotipo o fenotipo y su referencia.

45

CEPA DESCRIPCION REFERENCIA
EcN Probidtico, aislado natural de humanos, serotipo Ardeypharm,
(06:K5:H1A1), grupo B2 Alemania

EcNtcpC::kan

EcoR63

EcoR63tcpC::kan

EcoR12

XL1-Blue

TOP 10

E2348/69

DH50F’

EB6193

S17(Apir)

BL-21 (DE3)

Mutante knockout del gen tcpC derivado de EcN

Aislada de heces de humano sano, serotipo
(ON:HNM), grupo B2
Mutante knockout del gen tcpC derivado de EcoR63

Aislada de heces de humano sano, serotipo
(O7:H32), grupo A

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac
[F’proAB lac1°ZAM15Tn10(Tc")]

F AmcrA  (mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80/acZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(Str®) endA1 nupG

EPEC, wild type, serotipo (0127:H6)

$80d lacZAM15 recAl endAl1 A\— gyrA96 thi-1 hsdR17
(rKk— mK+) phoA supE44 relAl deoR A(lacZYA-argF)
U169

RP4-2 tet: Mu -1 kan::Tn7 leu-63::1S10 recA1 creC510
hsdR17 endA1 zbf-5 uidA(AMul):pir+ thi Sp*/Sm®

Tp" Sm® recA thi pro hsdR hsdM" RP4::2-Tc::Mu::Km
Tn7 A

E. coli B, F~ ompT hsds(rg mg’) gal dcm A(DE3)

Este estudio

Ochman y
Selander (1984)

Este estudio

Ochman y
Selander (1984)

Stratagene

Invitrogen

Donnenberg

Gibco BRL

R. A Bender

Biomedal

Amersham
Pharmacia
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3.2. VECTORES

Para la realizacidn de este trabajo se han utilizado vectores plasmidicos principalmente
para el clonaje de genes y construccidon de mutantes por disrupcion génica mediante

recombinancién homdéloga.

Tabla 3.2. Vectores utilizados en este trabajo. Para cada vector se indica su nombre, la

descripcidn de sus principales caracteristicas y su origen o referencia.

VECTOR APLICACION DESCRIPCION REFERENCIA
pUC18 Not Plasmido auxiliar para la Amp®, a-LacZ; regién de Biomedal
clonacién con dianas Not/  clonacién flanqueada por
dianas Not/
pKD4 Obtencién del Cassette de  Amp®, Kan®, ori, promotor Datsenko et
Km R6K, FRT-kan-FRT al., 2000
pUTminiTn5Tc Mutagénesis dirigida Amp®, oriR6K, mobRP4, Biomedal
tnp*, mini-Tn5 Tc.
pKD46 Expresion de la Amp®, promotor araBP- Datsenko et
recombinasa ARed a partir gam-bet-exo, genes ARed al., 2000
de un promotor inducible recombinasa. Sensible a
por arabinosa. temperatura <32 °C.
pBAD-TOPO Vector de clonacién del Amp", oripBR322, gen Invitrogen
tipo TA para la expresién araC, promotor araBAD
de proteinas fusionadas al (Pgap), V5 epitope tag, His
epitopo V5 y Hisg. tag.
PGEX-3X Expresion y purificacion de  GST tag, Amp®, lag/’ Amersham
proteinas fusionadas a Pharmacia
GST.
PFU34 Fusién de promotor al gen Amp" gen reportero Uliczka, 2011
reportero gfpmut3.1. gfomut3.1.
PLASMID . )
S 0 APLICACION DESCRIPCION REFERENCIA

RECOMBINANTE

pUC18Not- TcpC

Expresion de la proteina
TcpC

Gen tcpC clonado en

PUC18Not

Este estudio

pBAD-TOPO- Expresion y purificacion de Gen tcpC clonado en pBAD-  Este estudio
TcpC-V5-His la proteina TcpC TOPO
PGEX-TcpC Expresion y purificacion de Gen tcpC clonado en pGEX- Este estudio

GST-TcpC

3X
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(PFU34-¢tcpC) Clonacion del promotor de Promotor de tcpC clonado Este estudio

tcpC fusionado al gen
reportero gfpmut3.1.

3.3. LINEAS CELULARES

e T-84: Células epiteliales derivadas de carcinoma colorectal humano. American

Type Culture Collection; CCL-248.

e Caco-2: Células epiteliales derivadas de adenocarcinoma
American Type Culture Collection; ATCC HTB-37.

3.4. REACTIVOS Y KITS COMERCIALES

de colén humano.

Los reactivos utilizados en este trabajo fueron adquiridos de la maxima pureza. La

conservacion (temperatura, humedad, efecto de la luz) y manipulacion (esterilidad,

toxicidad, preparacién extemporanea) se realizaron siguiendo las indicaciones del

fabricante. Los kits utilizados han sido suministrados por diferentes casas comerciales,

segun se detallara oportunamente y salvo que se indique lo contrario, se siguieron los

protocolos en ellos incluidos.

3.4.1. REACTIVOS EMPLEADOS EN LOS CULTIVOS CELULARES

Dulbecco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM) Gibco ref.
DMEM, high glucose, no glutamine, no phenol red Gibco ref.
DMEM/F-12 (1:1) GlutaMAX Gibco ref.
Foetal Bovine Serum (FBS) Gibco ref.
Penycillin-Streptomycin 10.000UI/ml — 10.000ug/ml Gibco ref.
Tripsina EDTA Gibco ref.
HEPES Buffer Solution 1M Gibco ref.
MEM Non Essential Amino Acids 100X Gibco ref.
Phosphate-Buffered Saline (PBS) 10X Gibco ref.

3.5. OLIGONUCLEOTIDOS

41966-052
31053-028
31331-028
10106-169
15140-122
25300-054
15630-056
11140-035
70013-016

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por PCR y secuenciacidon de
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fragmentos de DNA fueron suministrados por Sigma-Aldrich. Como norma general, los
oligonucleétidos fueron disefiados 100% homologos a la secuencia con la que debian
hibridar, excepto en algunos casos en que se anadieron al extremo 5’ secuencias
reconocidas por endonucleasas de restriccién, de tal forma que se facilitase la
posterior clonacion del producto de PCR resultante.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se muestran en el ANEXO 1.

3.6. SONDAS TagMan®

Las sondas TagMan utilizadas para los analisis mediante PCR cuantitativa o en tiempo
real, fueron suministrados por Applied Biosystems. Todas las sondas fueron especificas
para genes de proteinas TJ humanas. La referencia de cada una de las sondas utilizadas

en esta tesis se muestra en ANEXO 2.

3.7. ANTICUERPOS

Los anticuerpos primarios anti-TcpC se fabricaron por GenScript® y se disefiaron para
reaccionar especificamente contra péptidos inmunogénicos dentro de la secuencia de
TcpC. Las secuencias aminoacidicas de los péptidos utilizados como antigenos en esta

tesis se muestran en la figura 5.3.

Los anticuerpos utilizados en los ensayos de Western blot y microscopia confocal para
la deteccién de proteinas TJ, se detallan en las secciones Método 4.3.5 y Método 4.4.2,

respectivamente.

3.8. SOPORTE INFORMATICO

3.8.1. PROGRAMAS INFORMATICOS

e  BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, Altschul et al. (1997): Este programa
se encuentra disponible a través de la pagina web del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) http://www.nchi.nIm.nih.gov y permite hacer

un estudio comparativo de las secuencias obtenidas con las descritas en las
bases de datos.
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e WEBCUTTER 2.0: Este programa ha sido utilizado para localizar dianas de
restriccion en las secuencias de DNA. Estd disponible a través de la pagina web
http://rna.lundberg.gu.se/cutter2 (Webcutter 2.0, copyright 1997 Max
Heiman).

e SPSS Statistics 20.0 (Chicago, IL, USA). Este programa se ha utilizado para
analizar la significacién estadistica de los resultados.

e FUI (Imagel). Es un software utilizado para la edicién y andlisis basicos de
imagenes digitales obtenidas mediante microscopia.

3.8.2. BASES DE DATOS

Las principales bases de datos utilizadas en este trabajo son:

e GENBANK: Es una base de datos de acidos nucleicos que esta producida y
mantenida por el NCBI en colaboracién con otros organismos como el EMBL
Benson et al., (1998) Se puede acceder en la direccion:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

e SWISS-PROT: Base de datos de proteinas que incluye informacion de diferentes
fuentes. Se puede acceder en la direccién http://www.expansy.ch

e UniPRO: Es una base de datos de libre acceso de secuencias de proteina e
informacién funcional. Disponible a través de la pagina web en

http://www.uniprot.org/
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4.1. METODOS MICROBIOLOGICOS

4.1.1. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO BACTERIANO

Los crecimientos bacterianos se realizaron utilizando medios de cultivo completos o
minimos y a diferentes condiciones de temperatura, en funcién de la cepa utilizada y
del tipo de experimento a realizar. Se utilizaron medios de cultivo liquidos y sélidos.
Para los cultivos liquidos se usaron tubos de ensayo o matraces Erlenmeyer, de tal
forma que el volumen del medio de cultivo no fuera superior al 20% del volumen total
del recipiente utilizado. Las cepas bacterianas cultivadas en medio liquido se incubaron
a temperatura optima y en agitacidon constante a 250 rpm, en un agitador orbital. El
crecimiento bacteriano de dichos cultivos se siguid mediante la lectura de la densidad
Optica (OD) a una longitud de onda de 600 nm, en un espectrofotémetro Schimadzu
UV240. Los medios solidos se obtuvieron por adicién de agar bacterioldgico al 1,5%
(p/v) a los medios liquidos. Los cultivos en medio solido se realizaron en placas de Petri
y el crecimiento se llevé a cabo en un incubador termostatizado a la temperatura
deseada. Los medios de cultivo se esterilizaron a 121°C y 1 atmosfera de presién
durante 30 minutos. Los compuestos termoldbiles fueron esterilizados mediante

filtracién (tamaio de poro: 0,22um).

4.1.1.1. Composicion de los medios de cultivo

Para el crecimiento de las cepas bacterianas se utilizaron dos tipos de medio de

cultivo. El medio LB, un medio completo o rico, y el medio DMEM.

El medio completo contiene todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de la
mayoria de cepas, por lo que no requiere la adicién de fuentes de carbono o nitrégeno

exdgenas. El medio LB (Bertani, 2004) esta compuesto por:

Medio LB
Triptona 1,0 % p/v
Extracto de levadura 0,5 % p/v
NaCl 0,5 % p/v
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El medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) es un medio basal ampliamente
utilizado para el crecimiento de muchos tipos celulares eucariotas. Contiene cuatro
veces la concentracion de aminodcidos y vitaminas que el medio esencial minimo de
Eagle original y no contiene proteinas, lipidos o factores de crecimiento. El medio

DMEM utilizado en este trabajo lleva incluido los siguientes componentes:

Medio DMEM (Gibco)

Glucosa 4,5 mg/ml
L-Glutamina 0.4 mM

Para el crecimiento de bacterias con resistencia a antibidticos, se adicionaba al medio
el antibidtico correspondiente. Se prepararon soluciones stock de los antibidticos a
una concentracion 1000X en solucidon acuosa para ampicilina, kanamicina o
estreptomicina, en solucién de etanol al 100% para cloranfenicol o en metanol al 100%
para rifampicina. Las soluciones stock se conservaron a -20°C hasta su uso, y se

adicionaron al medio de cultivo a la concentracién final de:

Antibidticos Concentracion
Ampicilina 100 pg/ml
Kanamicina 50 pg/ml
Rifampicina 25 ug/ml
Tetraciclina 12,5 pug/ml
Estreptomicina 100 pg/ml

Para la induccion de la recombinansa ARed a partir del pldsmido pKD46 se adiciond
100 mM L-arabinosa al medio de cultivo.

4.1.2. MANTENIMIENTO DE CEPAS BACTERIANAS

Las cepas bacterianas se crecieron en medio LB hasta fase exponencial, y se

congelaron a -80°C en presencia de glicerol a una concentracién final del 15%.
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4.1.3. OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES

Las células competentes son aquellas que han estado sometidas a un tratamiento que
aumenta su capacidad para incorporar DNA exogeno. Se pueden obtener células

competentes mediante métodos quimicos o fisicos.

Para la realizacidn de este trabajo se obtuvieron células competentes de distintas
cepas de Escherichia coli, mediante diferentes métodos: dos métodos quimicos, uno
que utiliza un tampdn de transformacién (TFB) y el otro que utiliza cloruro de calcio, y

un método fisico por electroporacion.

4.1.3.1. Métodos quimicos

4.1.3.1.1. Método del TFB

Este método descrito por (Hanahan, 1995), se basa en la permeabilizacion de la
membrana celular mediante el catién divalente Mn*? presente en la solucién de TFB,

asi como por la presencia de DMSO y DTT.

Las células competentes obtenidas por este método presentan una eficiencia elevada
de transformacién. Se recomienda utilizarlas inmediatamente después de su

obtencion, no siendo viable su almacenamiento.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa en 2 ml de LB e incubar durante 16 horas a 37°C en
constante agitacion.

2. Realizar una dilucidon 1/50 de este cultivo en medio LB hasta un volumen
final de 10 ml. Incubar en agitacién constante a 37°C hasta alcanzar una DO
a 600 nm de 0,5.

3. Detener el crecimiento enfriando las células a 4°C durante 10 minutos (A
partir de este punto las células han de mantenerse siempre en frio).

4. Recoger las células mediante centrifugacion a 4000 xg durante 10 minutos.

5. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 3 ml de
TFB.
Mantener 10 minutos en hielo.
Centrifugar 10 minutos a 4000 xg.
Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento celular en 0,8 ml de
TFB.
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9. Afadir 28 pl de la solucién DMSO/DTT. Mantener 10 min en hielo.
10. Adicionar de nuevo 28 pl de la solucion DMSO/DTT y mantener en hielo un

minimo de 10 min. A partir de este momento las células ya son

competentes.

TFB (Transformation buffer)

Solucién DMSO/DTT

MES-K pH 6,2 10 mM o
Acetato potasico pH 7,5 10 mM
Kcl 100 mM
MnCl 4 M oTT LM
b > m DMSO 90% p/v
CaCl; 10 mM Guardar en alicuotas a -20°C

Esterilizar por filtracién y guardar a 4°C

4.1.3.1.2.

Método del CaCl,

Este procedimiento se basa en el método descrito por Ausubel et al., (1994), en el que

la membrana celular se permeabiliza mediante iones Ca*. Este método tiene una

elevada eficiencia de transformacién y a diferencia del método anterior presenta la

ventaja adi

utilizacion.

cional de que las células competentes pueden conservarse a —80°C hasta su

Procedimiento:

Inocular la cepa en LB. Incubar durante 16 horas a 37°C en constante
agitacion.

Reinocular 1 ml de este cultivo en 100 ml de LB. Incubar a 37°C en
constante agitacion hasta que el cultivo alcance una DO a 600 nm igual a 0,4
(por encima de este valor disminuye la eficacia de transformacién).
Mantener el cultivo en hielo durante 10 minutos para detener el
crecimiento bacteriano.

Recoger las células por centrifugacién a 4000 xg durante 10 minutos a 4 °C.
A partir de este momento las células han de permanecer a 4°C.
Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 20 ml de solucién de
CaCl, atemperada a 4°C.

Centrifugar a 4000 xg durante 5 minutos a 4°C.

Resuspender de nuevo el sedimento celular en 20 ml de solucién de CaCls.
Mantener en hielo las células resuspendidas durante 30 minutos.

Centrifugar a 4000 xg durante 5 minutos a 4°C. Resuspender finalmente el
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sedimento celular en 4 ml de solucidon de CaCl,. Incubar durante un
minimo de 1 hora en hielo.
9. Alicuotar en fracciones de 200 pl. Guardar a —80°C hasta el momento de su
utilizacion.

Solucién de CaCl,

Tris-Hcl pH 7.0 10 mM
CaCl, 60 mM
Glicerol 15% v/v

4.1.3.2. Métodos fisicos

4.1.3.2.1. Electroporacion

Este procedimiento se basa en un método descrito por Dower et al., 1988; en el cual,
se utiliza una solucién de glicerol al 10% (v/v) para evitar el uso de soluciones salinas
qgue incrementen la conductividad, lo que provocaria la muerte celular por sobrecarga

durante la electroporacidn. Las células se pueden conservar a -80°C.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa en LB. Incubar durante 16 horas a 37°C en constante
agitacion.

2. Reinocular la cepa en 10 ml de LB en una dilucidn 1:50. Incubar a 37°C en
constante agitacion hasta que el cultivo alcance una DO a 600 nm igual a
0,75 (por encima de este valor disminuye la eficacia de transformacion).

3. Mantener el cultivo durante 10 minutos en hielo para detener el
crecimiento bacteriano.

4. Recoger las células por centrifugacién a 4000 xg durante 10 minutos a 4 °C.
A partir de este momento las células han de permanecer a 4°C.

5. Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10 ml de glicerol al
10% (v/v) atemperado a 4°C.

Centrifugar a 4000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Resuspender cuidadosamente el sedimento celular en 10 ml de glicerol al
10% (v/v) atemperado a 4°C.

Centrifugar a 4000 xg durante 10 minutos a 4°C.

Resuspender finalmente el sedimento celular en 1 ml de glicerol al 10%
(v/v) atemperado a 4°C.
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10. Alicuotar en fracciones de 100 pl e utilizar inmediatamente para su
transformacidon mediante el Método 4.1.4.2 de electroporacion.

4.1.4. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

El objetivo de la transformacion de células competentes es la internalizacion de DNA
circular exégeno a la célula bacteriana para que este pueda replicarse utilizando la
maquinaria celular. Las células que incorporan el DNA circular de interés se

seleccionaron mediante resistencia al antibidtico que confiere el plasmido.

Las células se transformaron por choque térmico o por electroporacién, dependiendo

del proceso utilizado en la preparacidn de células competentes.

4.1.4.1. Transformacion por choque térmico

Este proceso consiste en provocar la entrada de DNA exdgeno al someter las células
competentes a cambios bruscos de temperatura. Se aplica para células competentes

obtenidas mediante métodos quimicos.

Procedimiento:

1. Poner en contacto 200 pl de células competentes con 1-500 ng del DNA a
transformar contenidos en un volumen madaximo de 20 ul. Mantener la
mezcla en hielo durante 30 minutos.

2. Someter la mezcla a un choque térmico por incubacién a 37°C durante 5
minutos o 42°C durante 2 minutos, seguido de una nueva incubacién de 2
minutos en hielo.

3. Anadir 800 pl de medio LB a los 200 pl de la suspension de células. Mezclar
suavemente por inversion e incubar durante 1 hora a la temperatura
adecuada segun la cepa transformada, sin agitacién.

4. Sembrar en placas de LB a las que se les ha afiadido el antibidtico adecuado
para seleccionar las células que han incorporado el plasmido. Incubar 12-16

horas a la temperatura adecuada.
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4.1.4.2. Por electroporacion

Las células competentes se ponen en contacto con DNA exdgeno y se someten a un
campo eléctrico para formar poros en la membrana celular, a través de los cuales el

DNA puede penetrar al interior celular.

Procedimiento:

1. Poner en contacto 100 pl de células obtenidas anteriormente en glicerol al
10% (ver Método 4.1.2.2.1) con el DNA a transformar en una cubeta de
electroporacion (Bio-Rad) atemperada a 4°C.

2. Someter la mezcla a una descarga eléctrica de 1,8 KV durante 3,4 segundos.
En este trabajo se ha utilizado el electroporador E. coli Pulser (Bio-Rad
Laboratories, Richmond, CA).

3. Afadir 900 pl de medio LB, transferir a un tubo Eppendorf e incubar a la
temperatura adecuada segun la cepa transformada durante 1 hora, en
constante agitacion.

4. Sembrar 100 pl en placas de LB con el antibidtico adecuado para
seleccionar las células transformantes. Incubar 12-16 horas a Ila
temperatura adecuada.

4.1.5. CONJUGACION

La conjugacion bacteriana es el proceso mediante el cual se transfiere material
genético desde una bacteria donadora (Hfr) a otra bacteria receptora (F), promovido
por determinados tipos de plasmidos y que requiere contacto directo entre ambas,
con intervencién de estructuras de superficie, largas y delgadas denominadas pilis
sexuales. Es a través de estas estructuras por donde tiene lugar la transferencia de
material genético a la cepa receptora F. Para que este proceso tenga lugar, las células
donadoras han de contener las funciones implicadas en esta transferencia. En este
trabajo se han utilizado las cepas donadoras E. coli S17-1 A pir y E. coli EB6193 A pir en
los procesos de conjugacién llevados a cabo para la construccion de mutantes
knockout mediante recombinacidon homologa en la cepa receptora EcN. En este caso se
transfirid el plasmido pUTmini-Tn5Tc, que contienen el origen de transferencia oriT del
vector RP4. Para seleccionar los transconjugantes se han de tener en cuenta dos
factores. En primer lugar, disponer de un marcador contenido en el material que se
transfiere (Ej. Resistencia a antibidticos). En segundo lugar, un marcador de la cepa

receptora que no se encuentre en la cepa donadora (Ej. Resistencia a antibidticos o
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capacidad de metabolizar determinados compuestos).

El protocolo de conjugacidn aplicado en este trabajo estd basado en el propuesto por
Biomedal. Se utilizé la cepa E. coli S17-1 A pir que es termosensible, por lo que ha de
ser incubada a 30°C. Se recomienda emplear esta cepa solamente para la conjugacion,
por lo que los plasmidos m dependientes se han de mantener en otra cepa, como la
cepa EB619.

Procedimiento:

1. Inocular una colonia de E. coli S17 A pir, transformada con el plasmido a
transferir, y una colonia de la cepa receptora en 2 ml de LB suplementados
con el antibidtico adecuado. Incubar los dos cultivos durante 12-16 horas,
en constante agitacidn a temperatura adecuada.

2. Mezclar en 1 ml de MgSO, 10 mM los siguientes volumenes de ambas
cepas:

e 25 ul Donadora y 25 ul Receptora (Proporcion: 1 Donadora/ 1
Receptora)

e 50 pl Donadora y 25 ul Receptora (Proporcion: 2 Donadora/ 1
Receptora)

e 25 ul Donadora y 50 ul Receptora (Proporcion: 1 Donadora/ 2
Receptora).

3. Centrifugar a 4000 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Resuspender el sedimento celular en 20 ul de MgS0O4 10 mM y depositarlo,
sin extenderlo, sobre una placa de LB. Incubar durante 12-16 horas a 30°C.

5. Recoger la mezcla de conjugacion y resuspenderla en 1 ml de MgSO, 10
mM.

Centrifugar a 4000 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Resuspender el sedimento celular en 1 ml de MgS04 10 mM y extender 100
ul de diferentes diluciones (Ej. 10° a 10™) en placas de seleccién. La mezcla
de conjugacién puede conservarse durante varias semanas a 4°C y durante
varios meses a -80°C en glicerol al 15% v/v.

Incubar las placas durante 12-16 horas a la temperatura adecuada.

Purificar las colonias de los transconjugantes en medio de seleccion.

En este trabajo el mayor numero de transconjugantes se obtuvo siguiendo la

proporciéon 2 donadora/ 1 receptora.
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4.1.6. OBTENCION DE MUTANTES

4.1.6.1. Seleccion de mutantes espontdneos

La obtencion de cepas bacterianas con resistencia a determinados antibidticos puede
ser generada de forma espontdnea cuando las bacterias son expuestas en su fase de
crecimiento al antibidtico de interés. Es asi que podemos obtener cepas bacterianas
con dos o mas resistencias, manteniendo siempre en las fases de crecimiento el

antibidtico inicial.

En este trabajo se obtuvieron mutantes espontaneos de EcN y ECOR63 resistentes a
rifampicina. Estos fueron utilizados después para la construccidon de mutantes

knockout por disrupcién génica mediante el Método 4.1.6.2.

Procedimiento:

Crecer la cepa bacteriana en 2 ml de medio LB durante 12 - 16 horas.
Centrifugar el cultivo a 4000 xg durante 2 minutos.
Resuspender el sedimento bacteriano en 100 ul de medio LB.

Sembrar en placas de LB con rifampicina.

ik wN e

Seleccionar las colonias que presenten resistencia a rifampicina.

4.1.6.2. Mutantes knockout por disrupcion génica

Esta metodologia se basa en las propiedades suicidas del vector pUTmini-Tn5-Tc y en
la recombinacién homdéloga entre un gen presente en el genoma de la cepa, en este
caso el gen tcpC, y un cassette que consiste en el mismo gen interrumpido por el gen

de resistencia a kanamicina (tcpC::kan), previamente clonado en el vector suicida.

Aunque pUTmini-Tn5-Tc es un plasmido utilizado normalmente para obtener mutantes
al azar por insercién de un transposén (Herrero et al., 1990), presenta caracteristicas
gue le permiten ser utilizado también para mutagénesis dirigida (FIGURA 4.1). Entre
dichas caracteristicas estan que en el esqueleto del vector se localiza el gen de
resistencia a ampicilina (bla), contiene un origen de replicacién obtenido a partir del

vector R6K (oriR6K9) y un origen de transferencia derivado de RP4 (mobRP4).
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SEQUENCE REFERENCE POINT

tnp* mini-Tn5 Tc: 1-2258
e | termini: 1-19
O termini: 2239-2258
T4 gene transcription terminators (inverted
repeats): 64-188/ 2050-2174

pUTmini-Tn5 Tc oriREK t1eé7c2ding region (Tc resistance): 489-
bla 7477 bp R6K origin of replication: 2351-2731
BioVector NTCC Inc. 5 Not | mobRP4 origin of tranfer: 2735-4461
bla coding region (ampicillin resistance):
4921-5768
tnp* coding region (transposase): 5932-
mobRP4 7372

FIGURA 4.1.Vector pUTmini Tn5 Tc. Imagen obtenida de Biomedal, S.L., 2006.

El origen de replicacién de este vector deriva del vector suicida R6K, cuya replicacion
depende de la presencia del factor © codificado por el gen pir. Para mantener estos
vectores se ha de utilizar una cepa que contenga el gen pir, como EB6193. Se
recomienda mantener este plasmido en la cepa EB6193 y hacer uso de E. coli S17-1A
pir en el momento de la conjugacién. La recombinacién homdloga entre el gen salvaje
y el cassette se produce tras la conjugacién de una cepa donadora y una cepa
receptora. Ya que la cepa receptora no produce el factor m y por ello, no puede
mantener el pUTmini-Tn5-Tc de manera estable, los transcojugantes son seleccionados

por resistencia al antibidtico aportado por el cassette.

En el momento que se identifican colonias con el fenotipo deseado, la correcta
insercion en el genoma se puede comprobar mediante PCR (ver Método 4.5.5) usando
un oligonucledtido interno del casete KAN (Datsenko y Wanner, 2000) y un
oligonucleétido correspondiente a la regidn del genoma adyacente a los fragmentos
utilizados para construir el cassete KAN.

4.1.6.2.1. Mutantes knockout mediante pUTmini-Tn5-Tc y conjugacion

Para la construccion de un mutante knockout de tcpC se utilizd la metodologia de
disrupcion génica mediante la introduccion de un cassette de resistencia a kanamicina
(KAN), siguiendo el protocolo descrito en la figura 4.2. La regién del gen tcpC (802 pb)
fue amplificada por PCR. El fragmento amplificado fue clonado en el plasmido
pUC18Not utilizando las dianas BamH! y EcoRl. Por otra parte, el gen kan que confiere
resistencia a kanamicina fue obtenido a partir del plasmido pKD4 mediante
amplificacién con primers que incorporan la diana Smal en los extremos. Este
fragmento fue purificado y clonado en la diana Stul interna al gen tcpC clonado en
pUC18Not, produciendo asi la disrupcién del marco de lectura del gen tcpC. El gen
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tcoC mutado por insercion (tcpC::kan) fue obtenido partir de este plasmido

recombinante mediante digestion con Notl. El fragmento resultante se subcloné en el

plasmido suicida pUT-miniTn5 Tc y se transfirio a la cepa E. coli S17 A pir.

El inserto

tcpC::kan fue transferido a la cepa EcN rifampicina resistente mediante

conjugacién, donde por recombinacion homéloga se generd el mutante knockout EcN

tcpC::kan. Después de la purificacion de los transconjugantes, la correcta construccién

del mutante knockout fue confirmada mediante PCR con primers que flanquean el gen

tcpCy primers especificos del cassette KAN. El procedimiento general de este proceso

se detalla a continuacion.

Procedimiento:

10.

11.

Clonar el gen que se desea mutar en el plasmido pUC18Not.

Amplificar por PCR el gen kan a partir del plasmido pKD4 utilizando
oligonucleétidos con dianas de restriccion compatibles con el vector
recombinante construido anteriormente. Estas dianas han de localizarse
una sola vez dentro del gen clonado, de tal manera que al interrumpir dicho
gen queden al menos 500 pb a ambos lados del gen kan.

Purificar el producto de PCR (ver Método 4.5.6.3).

Clonar el gen kan en el plasmido recombinante que contiene el gen a mutar
utilizando la enzima de restriccidn del punto 2.

Una vez construido el cassette, clonar en el vector pUTminiTn5Tc utilizando

la diana Notl.
Transformar la cepa EB6193 con el producto de la ligacién y sembrar la
transformacion en placas de LB suplementadas con Km 50 ug/ml.

Identificar mediante PCR un clon que haya insertado el cassette de KAN y
obtener su DNA plasmidico. Comprobar por digestiones enzimaticas y
secuenciacion la correcta insercidn y orientacién del cassette de KAN.
Transformar la cepa E. coli S17 Apir con el plasmido circular pUTminiTn5Tc
KAN y sembrar en placas de LB suplementadas con Km 50 pug/mly Tc 12,5
ug/ml.
Purificar una colonia de E. coli S17 A pir pUTminiTn5Tc Km en placas de LB
suplementadas con Km 50 pg/mly Tc 12,5 pg/ml.
Realizar un proceso de conjugacion entre E. coli S17 A pir pUTminiTn5Tc
KAN y EcN rifampicina resistente (Rif). La mezcla de conjugaciéon se
siembra en placas de medio LB suplementadas con Km 50 pg/ml y Rif 25
ug/ml. Incubar durante 48 horas a 30°C.

Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccidn.
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Incubar durante 48 horas a 30°C.

12. Sembrar colonias aisladas en LB suplementado con Km 50 pg/ml y Rif 25
ug/ml. Incubar durante 12-16 horas a 30°C. Repetir este proceso dos veces
mas.

13. Comprobar la correcta recombinacién del cassette mediante fenotipo (Km*,
Rif* ,Ap®, Tc>,) y por PCR.

tepC oz
PC (08kb) Smay
%,
BamHI Stul EcoRI ]
v
“ 2
=5

1. Clonacién de tcpC en pUC18Not

1 Nogy

Q;oo ‘ 2. Obtencion del gende

kan resistencia a Km
pUC18Not

3. Clonacion del gen kanen la
diana Stul (interna en tcpC)

Zz
[
e

E.Coli XL1-Blue (ApR)

pUC18Not

E.Coli XL1-Blue (ApR,KmR)

4. Digestion con Notl

Notl tepCickan a0 VO >

_ 5. Clonaciéon en pUTmini-Tn5 Tc

E.Coli S17 Apir (ApR,KmR,TcR)

}

6. Conjugacion con EcN, RfR

i

o E

= Q ——

N K

& 7. Recombinacion homdloga
EcN tcpC::kan EcN Rif?
(Km®-Rf, ApS,Tc¥) (ApR, KmR, Tck)

it

FIGURA 4.2. Esquema de la construccion de EcN tcpC::kan. El mutante knockout de tcpC se obtuvo
por disrupcion génica mediante insercidn de un cassette de resistencia a kanamicina. El inserto
tcpC::kan fue transferido a la cepa EcN rifampicina resistente mediante conjugacién, donde por
recombinacién homodloga se generd el mutante knockout EcN tcpC::kan.
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4.1.6.2.2. Mutantes knockout mediante pUTmini-Tn5-Tc y la recombinasa ARed

En el caso de la cepa ECOR63 no fue posible obtener el mutante tcpC por la estrategia
de recombinacién homéloga. Por este motivo, el mutante knockout de tcpC por
disrupcion génica se construyé mediante la expresiéon de la recombinasa Red del fago
A, a partir del pldsmido pKD46 de bajo numero de copias (FIGURA 4.3). El
procedimiento realizado fue una modificacion del descrito por Datsenko y Wanner
(2000).

El gen tcpC mutado por insercion de un cassette de KAN (tcpC::kan) clonado en
pUC18Not, se obtuvo mediante amplificacién por PCR. Este fragmento fue purificado y
electroporado en la cepa ECOR63 rifampicina resistente , la cual, previamente se
transformd con el plasmido pKD46 que expresa la recombinasa Red de fago lamda
bajo el control de un promotor inducible por arabinosa. Los transformantes resistentes
a kanamicina se incubaron a 37°C para inducir la pérdida del plasmido pKD46 labil al
calor. La pérdida de plasmido pKD46 se confirmé por la pérdida de resistencia a
ampicilina. Después de la purificacion de los mutantes knockout aislados finales, se
comprobd su correcta construccién mediante PCR con primers que flanquean el gen
tcpC y primers especificos del cassette de KAN. Una segunda confirmacidn se realizé
mediante secuenciacion de los sitios de insercidn upstream y downstream.

Procedimiento:

1. Seguir el procedimiento descrito en Métodos 4.1.6.2.1., hasta el punto
namero 5. Una vez construido el cassette y clonado en el plasmido
pUC18Not, amplificar el cassete por PCR y purificar.

2. Electroporar el fragmento (tcpC::kan) en la cepa ECOR63 rifampicina
resistente (RifR), la cual, previamente se transformd con el pldsmido de
expresion Red recombinasa pKD46. Para facilitar la recombinacion del
fragmento electroporado, inducir la expresion de la recombinasa ARed en
medio LB suplementado con 100 mM L-arabinosa a 27°C, durante una hora.

3. Sembrar las células en placas de LB suplementadas con Km 50 pg/ml e
incubar de 12-16 horas a 27°C.

Resembrar los transformantes resistentes a kanamicina a 27 °C.

5. Purificar las colonias transconjugantes en las mismas placas de seleccion.
Incubar durante 24 horas a 37°C.

6. Confirmar la perdida de resistencia a ampicilina, sembrando las colonias en
placas de seleccidn suplementadas con Ap 100 pg/ml. Incubar durante 24
horas a 37°C.
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7.

De nuevo sembrar colonias (sensibles a ampicilina) en LB suplementado con
Km 50 pg/ml. Incubar durante 12-16 horas a 37°C. Repetir este proceso una

vez mas.
Comprobar la correcta recombinacidon del cassette KAN mediante PCR y

secuenciacion.

tepC (oskh)

BamHI Stul EcoRI

[ I

1. Clonacién de tcpC en pUC18Not

1 Nogy

((
(s
oo

z
o,
(=3

~

pUC18Not

E.Coli XL1-Blue (ApR)
4. Amplificacion y purificacion
del inserto tcpC::kan

L tcpC::kan 2,4 xv) Notl

_

=
s 1
-
S £
g
ECORG63 tcpC::kan
(KmR.RfR,ApS)
oy

pUC18Not

E.Coli XL1-Blue (ApR,KmR)

6. Transformacion en
ECORG63, RfR ,ApR

——

7. Recombinacion
homoéloga

Smay

jouis

2. Obtencion del gen de
resistencia a km

\

kan

3. Clonacion del gen kanen la
diana Stul (interna en tcpC)

Ap

pKD46

}

5. Transformacién en ECOR63, RfR

ECOR63 Riff
(Ap®,Km*)

FIGURA 4.3. Esquema de la construccion de ECOR63 tcpC::kan. El mutante knockout de tcpC se
obtuvo por disrupcién génica mediante insercion de un cassette de resistencia a kanamicina,
promoviendo la recombinacion homéloga mediante la expresidn de la recombinasa Red del fago A.
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4.1.7. OBTENCION DE FRACCIONES BACTERIANAS SECRETADAS (CF-SN, COF-SN y
OMVs)

4.1.7.1. OBTENCION DE SOBRENADANTES TOTALES LIBRES DE CELULAS (Cell Free
Supernatans): CF-SN

En primer lugar, se obtuvieron sobrenadantes concentrados que contienen proteinas y
otros factores secretados al medio extracelular a partir de cultivos bacterianos tal

como se describe a continuacion.

Procedimiento:

1. Inocular la cepa de estudio en 2 ml de LB e incubar durante 8 horas a 37 °C
en constante agitacion.

2. Reinocular 1 ml del cultivo en 10 ml de medio LB o en medio DMEM
(adicionado con 1% de aminoacidos no esenciales y 15 mM hepes. Incubar
a 37 °C durante 12-16 horas en agitacién.

3. Reinocular 8 ml del cultivo en 1L de LB o en medio DMEM (adicionado con
1% de aminodcidos no esenciales y 15 mM de Hepes). Incubar a 37°C en
agitacion hasta alcanzar una DO a 600 nm de 1.

4. Centrifugar el cultivo a 18500 xg durante 30 minutos, a 4°C, y separar el
sobrenadante.

Esterilizar el sobrenadante por filtracién con 0,22 um de poro.

Concentrar el sobrenadante hasta un volumen de 4 ml, mediante un filtro
concentrador (Centricon-plus70, Millipore) con un limite de exclusién de
10000 Daltons, siguiendo las indicaciones del fabricante.

7. Determinar la concentracién de proteina mediante el método de Lowry
(Método 4.3.2)

8. Distribuir el sobrenadante en alicuotas de 500 pl y conservar a -20°C hasta
Su uso.

4.1.7.2. OBTENCION DE OMVs Y SOBRENADANTES LIBRES DE OMVS (COF-SN: Cell-
OMVs Free Supernatants)

Estas fracciones secretadas se prepararon a partir de los CF-SN (Método 4.1.7.1).

Procedimiento:

1. Seguir el Método 4.1.7.1 hasta el paso 6.
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2. Ultracentrifugar los sobrenadantes concentrados a 150000 xg durante 1 hora
30 minutos, a 4°C.

3. Separar el sobrenadante que corresponde a las proteinas y factores solubles
secretados al medio (COF-SN).

4. Distribuir el sobrenadante en alicuotas de 500 pl y conservar a -20°C hasta su
uso.

5. Por otro lado, afiadir 8 ml de PBS 1X estéril al sedimento que contiene las
OMVs y ultracentrifugar a 150000 xg durante 1 hora 30 minutos, a 4°C (fase de
lavado).

6. Decantar y resuspender el sedimento que contiene las OMVs en 300 ul de PBS
1X estéril.

Distribuir las OMVs en alicuotas de 50 pl y conservar a -20°C hasta su uso.
Determinar, en ambos casos, la concentracién de proteina mediante el método
Lowry (Método 4.3.2).

4.2. CULTIVO DE CELULAS EUCARIOTAS

Las diferentes lineas celulares utilizadas en este trabajo se cultivaron a 37°C, en

atmosfera humidificada y con un 5% de CO,.

Para el mantenimiento de los cultivos se utilizaron placas de 100 mm de didmetro para
la linea celular Caco-2 y frascos de 75 cm? para las células T-84. Cuando los cultivos

alcanzaban un 80-90% de confluencia se procedia a su expansion por tripsinizacién.

En los estudios de integridad de la barrera celular, se utilizaron placas Transwell de 12
pocillos con un soporte permeable o filtro de poliéster con poro de 0,4 um y una
superficie de 1,12 cm?.

En el sistema Transwell, las células crecen sobre un filtro que permite la separacion de
dos compartimientos, el apical y el basolateral (FIGURA 4.4). En la zona apical, se
sembraron 0,5 ml de la suspensién celular a una densidad aproximada de 0,5x105
células/cm2 de células Caco-2, y a una densidad de 1x10° céIuIas/cm2 de células T-84,
para garantizar la formacién de una monocapa. En la zona basolateral se adicionaron
1,5 ml de medio de cultivo. Los cultivos se mantuvieron durante 9-15 dias, mediante

renovacion del medio cada dos dias.

Para los ensayos de analisis de expresidn génica, se utilizaron placas de 12 pocillos de
3,8 cm” En los ensayos en que las células debfan ser analizadas por microscopia

confocal de fluorescencia, estas se sembraron sobre p-slides (ibidi) de 8 pocillos con 1
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cm? de &rea por pocillo.

El material fue suministrado por la casa comercial Corning, excepto en el caso que se

indique otra casa comercial.

En todos los cultivos en que se requeria la diferenciacion celular, se renovo el medio
de cultivo cada dos dias, durante 9 -15 dias.

Compartimento

apical
v
Filtro Monocapa de células
semipermeable |— epiteliales
\
Compartimento < <+———— Medio de cultivo

basolateral > — ——

S~ -

FIGURA 4.4. Esquema representativo de un Transwell. Se pueden observar dos
compartimientos, el apical (superior) y el basolateral (inferior), separados por un filtro
semipermeable.

4.2.1. COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo utilizados para el mantenimiento y diferenciacién de las células
fueron el medio DMEM (Gibco) y el medio DMEM/F12 (1:1) GlutaMAX (Gibco)
convenientemente suplementados, tal como se describe en las tablas siguientes. La
funcién principal del suero que se adiciona al medio es suministrar hormonas y
factores de crecimiento necesarios para el crecimiento de las lineas celulares. Puesto
qgue en el suero se encuentra presente el sistema del complemento, constituido por 20
glicoproteinas con alta actividad proteolitica, era necesaria la inactivaciéon por calor a
56°C, durante 1 hora, con la finalidad de no alterar la viabilidad celular. El suero

inactivado se conservé a -20°C hasta el momento de su utilizacion.

Medio DMEM
DMEM (Gibco) 500 ml
Suero Fetal Bovino FBS (Gibco) 10%
Aminoacidos no esenciales 100X (Gibco) 5 ml
Penicilina-Estreptomicina 1000X (Gibco) 5 ml
Hepes 1M (Gibco) 12,5 ml
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Medio DMEM/F12 (1:1) GlutaMAX

DMEM (Gibco) 500 ml
Suero Fetal Bovino FBS (Gibco) 5%
Penicilina-Estreptomicina 1000X (Gibco) 5 ml
Hepes 1M (Gibco) 7,5 ml

Para los ensayos de infeccidén bacteriana, asi como para los ensayos de estimulacion
con fracciones bacterianas, se utilizé un medio de infeccién que no contenia FBS, ni
antibioticos. Y en el caso de las infecciones con EPEC, se adicioné manosa al 0,5%
(Guignot et al., 2007).

Medio de infeccion

DMEM (Gibco) 500 ml
Aminoacidos no esenciales 100X (Gibco) 5 ml

Hepes 1M (Gibco) 12,5 ml
Manosa 40% (Sigma) 6,25 ml

4.2.2. EXPANSION DE LOS CULTIVOS CELULARES TRAS TRIPSINIZACION

La tripsinizacidn permite separar las células que crecen adheridas a una placa o frasco
de cultivo mediante el uso de la enzima tripsina, que rompe tanto las uniones
intercelulares como las uniones al sustrato, y permite la obtencion de una suspensién
celular. La presencia de un quelante de calcio, en este caso el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en la solucién de tripsina, optimiza el proceso de
disgregacion celular porque actia como agente quelante de metales que podrian

inhibir la actividad de la enzima.

Cuando las células en cultivo alcanzaban una confluencia del 80-90%, estas se

subcultivaban tras el tratamiento con tripsina/EDTA al 0,05% (Sigma).

Procedimiento para células Caco-2:

Atemperar la solucidn de tripsina/EDTA a 37°C durante 15 minutos.
2. Aspirar el medio de cultivo de la placa y lavar con 5 ml de PBS.
Agregar 2 ml de la solucién de tripsina e incubar a 37°C durante 5-10

minutos hasta lograr que las células se desprendan de la superficie de la
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placa.

Adicionar a la placa 4 ml de medio de cultivo, y mediante aspiraciéon con
una pipeta, facilitar que las células se separen y se visualicen al microscopio
como entidades aisladas.

Depositar, en una placa nueva, 8 ml de medio de cultivo y adicionar el
volumen necesario de la suspensién celular (aproximadamente 4x10°
células) para obtener un volumen final de 10 ml totales en la placa.

Agitar cuidadosamente las placas para que las células se distribuyan
homogéneamente en la superficie.

Incubar las placas hasta que se alcance nuevamente la confluencia del 80-
90%.

Procedimiento para células T-84:

10.

Atemperar la solucidn de tripsina/EDTA a 37°C durante 15 minutos.

Aspirar el medio de cultivo del frasco de cultivo y lavar con 5 ml de PBS, 2
veces.

Agregar 3 ml de la solucién de tripsina e incubar a 37°C durante 5-10
minutos hasta lograr que las células se desprendan de la superficie del
frasco.

Adicionar al frasco 9 ml de medio de cultivo, y mediante aspiracién con una
pipeta, facilitar que las células se separen y se visualicen al microscopio
como entidades aisladas.

Transferir la suspensién celular a un tubo Falcon de 15 ml y centrifugar a
1.200 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente, para que se
sedimenten las células.

Aspirar el sobrenadante que contiene la solucién de tripsina/EDTA,
evitando arrastrar el sedimento celular.

Resuspender el sedimento celular con 6 ml de medio de cultivo nuevo.
Depositar en un frasco nuevo 23 ml de medio de cultivo y adicionar 2 ml de
la suspension celular para obtener un volumen final de 25 ml.

Agitar cuidadosamente el frasco para que las células se distribuyan
homogéneamente en la superficie.

Incubar el frasco hasta que se alcance nuevamente una confluencia de 80-
90%.
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4.2.3. CRIOPRESERVACION DE LAS LINEAS CELULARES

El numero de veces que se puede subcultivar una linea celular es limitado, por lo
tanto, es importante disponer de un stock de células con un bajo numero de
subcultivos. Con este fin se procedid a la criopreservacion de cultivos confluentes en
crioviales con medio de congelacion con DMSO (Dimethyl sulfoxide; Sigma),
crioconservante que evita la formaciéon de cristales a la temperatura de -195°C
(nitrégeno liquido) y por tanto reduce la mortalidad celular. Los pases de células para
los ensayos fueron: Caco-2 (pases 60-70), T-84 (pases 58 y 68).

Procedimiento para células Caco-2:

Tripsinizar una placa al 80-90% de confluencia (Método 4.2.2).

2. Diluir con medio de cultivo la resuspensidn celular hasta un volumen final
de 12 mly traspasar a un tubo Falcon.

3. Centrifugar a 300 xg durante 5 minutos para que sedimenten las células.
Aspirar el sobrenadante evitando arrastrar el sedimento celular.

5. Resuspender el sedimento celular con 1,5 ml de medio de cultivo y
adicionar DMSO al 10% (150 ul), homogenizando la mezcla con una pipeta.
Traspasar la mezcla a un tubo de criocongelacion (criovial).

Congelar inmediatamente las células mediante gradiente de frio en un
cryobox, que al contener isopropanol permite un descenso de temperatura
de -1 °C por minuto.

8. Mantener a -80°C un minimo de 2 horas y transferir a un tanque de

nitrégeno liquido (-195°C) para su conservacion.

Procedimiento para células T-84:

1. Tripsinizar una placa al 80-90% de confluencia (Método 4.2.2).

2. Diluir con medio de cultivo la suspension celular hasta un volumen final de
12 mly traspasar a un tubo Falcon.

3. Centrifugar a 300 xg durante 5 minutos para que sedimenten las células.

Aspirar el sobrenadante evitando arrastrar el sedimento celular,

resuspender en 4 ml de medio nuevo y proceder al contaje de células

(Método 2.4.5).

Traspasar 1 ml de suspension celular con 2.10° células en un criovial.

Adicionar DMSO al 5% (50ul), homogenizando la mezcla con una pipeta.

Afadir 10% de FBS (100 pl) al medio, homogenizando la mezcla.

© N o Wu

Congelar inmediatamente las células mediante gradiente de frio en un
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cryobox, que al contener isopropanol permite un descenso de temperatura
de -1 °C por minuto.

9. Mantener a -80°C un minimo de 2 horas y transferir a un tanque de
nitrégeno liquido (-195°C) para su conservacion.

4.2.4. DESCONGELACION DE LAS LINEAS CELULARES

Para iniciar los cultivos se descongelaron las alicuotas de cada linea celular que
estaban criopreservadas en nitrégeno liquido. Este proceso se realiza con la maxima
rapidez ya que el DMSO a temperatura ambiente es altamente téxico para las células.

El procedimiento utilizado fue el siguiente.

Procedimiento para células Caco-2:

1. Descongelar las células en un bafio a 37°C y diluir con medio de cultivo el
contenido del criotubo hasta un volumen de 10 ml.

2. Centrifugar inmediatamente a 3000 xg durante 5 minutos a 4°C, y eliminar
el sobrenadante que contiene DMSO.

3. Diluir el sedimento celular en 5 ml de medio de cultivo.

4. Depositar en una placa de 100 mm de didmetro, 5 ml de medio y adicionar
los 5 ml de la resuspension celular;

5. Agitar cuidadosamente las placas para que las células se depositen
homogéneamente en su superficie.
Incubar a 37°C, durante 24 horas.
Aspirar el medio para retirar las células no viables y adicionar nuevamente
medio de cultivo convenientemente atemperado.

8. Incubar la placa a 37°C hasta que alcance una confluencia del 80-90%.

Procedimiento para células T-84:

1. Descongelar las células en un bafio a 37°C y diluir con medio de cultivo el
contenido del criotubo hasta un volumen de 10 ml.

2. Centrifugar inmediatamente a 3000 xg durante 5 minutos a 4°C, y eliminar
el sobrenadante que contiene DMSO.

3. Diluir el sedimento celular en 5 ml de medio de cultivo, segregandolas.

4. Depositar 20 ml de medio en una placa de 75 cm® y adicionar los 5 ml de la
suspension celular.

5. Agitar cuidadosamente los frascos para que las células se depositen
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homogéneamente en su superficie.

Incubar a 37°C durante 24 horas.

Aspirar el medio para retirar las células no viables y adicionar nuevamente
25 ml de medio de cultivo convenientemente atemperado.

8. Incubar la placa a 37°C hasta que alcance una confluencia del 80-90%.

4.2.5. RECUENTO Y SIEMBRA DE CELULAS

El recuento celular se llevd a cabo en presencia de Tripan blue (Countess®) que

permite estimar simultdneamente la viabilidad de las células.

Para el recuento de células se utilizé un contador automatico (Automated cell counter,
Countess®). El principio de este equipo es similar al de un hemocitometro y realiza
recuentos de células viables al mezclarlas con una solucién de Tripan blue (Countess®),
gue permite diferenciar células vivas de células muertas, debido a que en las células

viables con membrana intacta no se incorpora el colorante y no se tifien.

Procedimiento:

Tripsinizar una placa al 80-90% de confluencia (Método 4.2.2).

2. Diluir con medio de cultivo la resuspensién celular hasta un volumen final
de 4 ml y traspasar a un tubo Falcon.

3. Meazclar en un tubo tipo eppendorf 10 ul de diferentes diluciones de esta
suspension celular con 10 pl del reactivo Tripan blue.

4. Depositar 10 pl de la mezcla en el soporte de recuento del contador
automatico (Cell counting chamber slides, Counterss®) y determinar la
concentracion de células vivas por mililitro, siguiendo las instrucciones del
fabricante. La viabilidad celular siempre ha de ser superior al 90%.

5. Una vez conocido el recuento celular, las células se siembran a la

concentracion adecuada para cada experimento.

4.2.6. INCUBACION DE MONOCAPAS DE CELULAS EPITELIALES CON CULTIVOS Y
FACTORES SECRETADOS

En este estudio se utiliz6 como modelo in vitro de epitelio intestinal, cultivos en
monocapa de células T-84 o Caco-2 crecidas durante 9 y 12 dias respectivamente.
Estas monocapas se incubaron con cultivos bacterianos o con las distintas fracciones
bacterianas obtenidas a partir del sobrenadante de los cultivos (CF-SN, COF-SN y
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OMVs) de diferentes cepas (la cepa probidtica EcN y cepas comensales).

4.2.6.1. Incubacion con cultivos bacterianos

La incubacion con bacterias se llevé a cabo utilizando una multiplicidad de infeccion
(MOI) de 100 (1 célula: 100 bacterias). Para ello, fue necesario establecer una relacion
entre el crecimiento de los cultivos, medido por su DO a 600 nm y el nimero de
UFC/ml de cultivo para las diferentes cepas. En la tabla siguiente se muestra dicha
relacion, obtenida en fase exponencial, a una DO a 600 nm de 0,5.

EcN = 1x10% UFC/ml
EcoR12 =2x10° UFC/ml
EcoR63 = 2x10% UFC/ml

EPEC = 3x10% UFC/ml

Crecimiento de los cultivos bacterianos:

1. Crecer las bacterias en 10 ml de medio LB o DMEM, suplementado con el
antibidtico de seleccidn, hasta que alcancen una DO a 600 nm de 0,5.

2. Sedimentar las células por centrifugacion a 4000 xg durante 10 minutos a
4°C.

3. Resuspender cuidadosamente el sedimento bacteriano en 5 ml de medio de
infeccidn y calcular la dilucién necesaria para que al adicionar las bacterias
sobre las células en cultivo se obtenga una MOI de 100.

Infeccion de las células epiteliales:

1. Cultivar las células epiteliales hasta alcanzar una monocapa. Aspirar el
medio de cultivo y lavar 3 veces con PBS para eliminar el medio residual.

2. Adicionar medio de infeccién fresco (ver Método 4.2.1).
Infectar las monocapas de células eucariotas con el volumen adecuado de
la suspension bacteriana para obtener una MOI de 100.

4. Incubar durante el tiempo indicado en cada ensayo, a 37°C en estufa con
atmosfera humidificada y 5% de CO,.
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4.2.6.2. Incubacion con fracciones secretadas (CF-SN, COF-SN y OMVs)

Procedimiento:

1. Cultivar las células epiteliales hasta alcanzar una monocapa. Aspirar el
medio de cultivo y lavar 3 veces con PBS para eliminar el medio residual.

2. Adicionar medio de infeccidn fresco (ver Método 4.2.1) suplementado con
100 pg/ml de gentamicina.

3. Anadir sobre las monocapas de células las diferentes fracciones secretadas
(ver Método 4.1.7) a la concentracion de proteina indicada segun la
fraccion a evaluar, y segun el medio de cultivo a partir del cual se obtuvo

dicha fraccién como se detalla en la tabla siguiente:

Concentracion de proteina

Fraccion celular

Medio LB Medio DMEM

CF-SN Sobrenadantes totales libres de células (Cell 2 mg/ml 0,5 mg/ml
Free Supernatans)

COF-SN  Sobrenadantes libres de células y de OMVs 2 mg/ml 0,5 mg/ml
(Cell-OM Vs free supernatants)

OMVs Vesiculas de Membrana Externa 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml

4. Incubar durante el tiempo indicado segln el ensayo a realizar, a 37°C en
estufa con atmosfera humidificada y 5% de CO,.

4.2.7. MEDICION DE LA RESISTENCIA TRANSEPITELIAL EN MONOCAPAS DE CELULAS
T-84 Y Caco-2

La permeabilidad paracelular de monocapas de células T-84 y Caco-2 se analizd

midiendo la resistencia eléctrica transepitelial en placas Transwell (ver FIGURA 4.5).

La capacidad de las células epiteliales de formar uniones estrechas intercelulares en
cultivo da como resultado la llamada resistencia eléctrica transepitelial (TER) que es un
indicador de confluencia y de integridad de la monocapa celular. La TER es medida a
partir de la resistencia eléctrica que se genera entre el compartimiento apical y el
basolateral, en un sistema de placas Transwell. La TER aumenta a medida que las
células crecen y forman uniones, y disminuye cuando dichas uniones son alteradas,

como por ejemplo, por infeccién con patégenos.

La TER se determind a partir de la resistencia medida mediante un voltimetro Millicell-
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ERS-2 (Millipore) y se expresé como Q.cm” de 4rea de la superficie de la monocapa. A
este valor se le substrajo la resistencia determinada en ausencia de la monocapa

celular (filtro vacio), tal como se indica en la siguiente férmula:

TER ((Q.cm?) = resistencia(Q) — resistencia filtro x drea membrana (cm?)

El cambio de TER se calculé utilizando la siguiente féormula:

TER (Q.cm?)

Cambio de TER (%) =
amoto ae (%) TER inicial (Q.cm?)

— 100 (%)

Todos los experimentos fueron realizados partiendo de monocapas de células
epiteliales con una TER> 1000 Q.cm’.

Procedimiento:

1. Anadir medio fresco a los cultivos de células diferenciadas en placas
Transwell, tal como se ha descrito en Método 4.2, e incubar 1 hora a 37°C
en estufa con atmosfera humidificada y 5% de CO,.

2. Sumergir las puntas del electrodo en metanol al 70% durante 15 minutos
para su desinfeccidn.

3. Enjuagar el electrodo en PBS estéril, y equilibrar el electrodo en medio de
cultivo DMEM a 37°C durante 15 minutos.

4. Medir la TER inicial sumergiendo la punta mas corta del electrodo en el
inserto apical procurando que no toque la monocapa de células que crecen
sobre la membrana, y sumergir la punta larga en el pocillo exterior tocando
apenas el fondo de la placa. Mantener el electrodo estable y en un angulo
de 90° respecto a la placa, para que los datos de la medicidon sean
reproducibles. Se selecciond Ohms como unidad de medida del equipo.

5. Adicionar el cultivo bacteriano o la fraccién bacteriana secretada a evaluar
en la zona apical, acorde a la descripcion del Método 4.2.6.

6. Incubar a 37°C en estufa con atmosfera humidificada y 5% de CO,, durante
el tiempo indicado segun el ensayo a realizar.

7. Lavar 3 veces con PBS 1X y rellenar nuevamente la zona apical y basolateral
con 1,5y 0,5 ml de medio respectivamente.

Medir nuevamente TER.
Obtener el valor de % de cambio de TER, en cada tratamiento.
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FIGURA 4.5. Esquema representativo de la medicion de TER de una monocapa de células
epiteliales sembradas en Transwell. El electrodo no entra en contacto directo con las células y
debe mantenerse estable y en un dngulo de 90 ° respecto a la placa. (Imagen extraida de Millicel® |
ERS-2 User Guide, Millipore).

4.3. ANALISIS Y PURIFICACION DE PROTEINAS

4.3.1. OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES (EC)

4.3.1.1. Obtencion de extractos celulares bacterianos

Los extractos celulares se obtuvieron mediante disrupcion por ultrasonidos.

Procedimiento:

Cultivar la cepa de estudio en las condiciones que requiera el ensayo.
Sedimentar las bacterias por centrifugacion a 4000 xg a 4°C durante 10
minutos.

1. Resuspender el sedimento bacteriano en un volumen equivalente a 4 veces su
peso humedo, de PBS complementado con Complete Protease Inhibidor
Cocktail Tables® (Roche).

3. Someter 1 ml de la suspension celular a una descarga ultrasdnica, a una
amplitud de onda de 12-14 micrones, durante 20 segundos (sonicador MSE, de
150 W). Repetir 4 veces a intervalos de 10 segundos.

4. Durante el proceso mantener la muestra sumergida en una mezcla refrigerante
compuesta de agua, hielo y NaCl.

Centrifugar el homogenizado a 12000 xg a 4°C durante 30 minutos.
Separar la fraccidn sobrenadante, que constituye el extracto celular o extracto

crudo, y que corresponde a los compartimentos periplasmatico y citosdlico.
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PBS
NaCl 140 mM
KCI 2,7 mM
Na,HPO, 10 mM
KH,PO4 1,8 mM
Protease Inhibidor Cocktail 1 tableta/50 ml

Tables ® (Roche)
Ajustara pH 7,3
4.3.1.2. Obtencion de extractos celulares eucariotas

En este trabajo se obtuvieron extractos celulares a partir de células T-84, incubadas en
presencia de distintas fracciones bacterianas (0,5 mg/ml de COF-SN y 0,1 mg/ml de
OMVs).

Procedimiento:

Lavar las monocapas celulares con PBS atemperado a 4°C.
Afadir a cada pocillo de 3,4 cm?, 50 pl de buffer de lisis que contiene
detergentes que lisan la membrana celular y facilita la separacion de las
células. Incubar 1 hora en hielo.

3. Raspar las células con raspadores de plastico (SPL Lifes Sciences), y
traspasar la suspensién celular a un tubo eppendorf.

4. Homogenizar las células con un homogeneizador eléctrico durante 40
segundos.
Centrifugar el homogenizado a 15000 xg durante 15 minutos a 4°C.
Preparar alicuotas del sobrenadante. Determinar la concentracién de
proteina (Método 4.3.2). Mantener a -80°C hasta su utilizacion.

Tampon de Lisis para cultivos celulares eucariotas

HEPES pH 7,4 50 mM
Tritén X-100 1%
Deoxicolato sédico 0,2%
SDS 0,1%
NaCl 150 mM
MgCl, 1,5 mM
EGTA 1 mM
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Complete Protease Inhibidor Cocktail 1 tableta/50 ml
Tables ® (Roche)

4.3.2. CUANTIFICACION DE PROTEINAS: METODO DE LOWRY

La cuantificacion de proteinas en los extractos celulares y en los sobrenadantes de
cultivos se determiné siguiendo una modificacion del método descrito por (Lowry et
al., 1951) que permite determinar la concentracién de proteina de una muestra en el
rango de 20-200 pg/ml. Las determinaciones se hicieron por duplicado y a partir de
diferentes diluciones de la muestra problema. El valor de concentracion fue la media
de los valores obtenidos, siempre que éstos no se diferenciasen de la media en mas de
un 10%.

Procedimiento:

1. Preparar diferentes diluciones de albumina (BSA) en el rango 20-200 pg/ml
con NaCl 0,9%. Estas muestras serviran para elaborar la recta patrén.
Realizar diferentes diluciones de la muestra problema con NaCl 0,9%.
Preparar alicuotas de 200 pl de cada dilucidén patron y muestra problema.

4. Anadir 200 pl de reactivo alcalino. Agitar y dejar en reposo durante 10
minutos a temperatura ambiente.

Anadir 800 ul de reactivo de Folin Ciocalteu 0,1 N y agitar vigorosamente.
Incubar durante 5 minutos a 55°C, e inmediatamente después mantener
durante 10 minutos en hielo.

Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 680 nm.

La concentracién de proteina se expresa en mg/ml.

Reactivo alcalino

Tartrato sddico potasico 10 % p/v
CuSO, 0,05 % p/v
NaOH 0,5M
Na,COs; 10 % p/v

*Preparar anadiendo los reactivos en el orden establecido en
su composicion para evitar la formacién de un precipitado.
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Folin Ciocalteu

1/2 del volumen final de Folin-Ciocalteu 2N
172 del volumen final de H,O destilada y desionizada

4.3.3. PRECIPITACION DE PROTEINAS CON ACIDO TRICLOROACETICO (TCA)

Cuando los niveles de proteina de los sobrenadantes de los cultivos no fueron lo
suficientemente elevados para realizar ensayos de Western blot, éstos se concentraron

por precipitacién con acido tricloroacético (TCA).

Procedimiento:

1. Precipitar las proteinas de la muestra de interés mediante la adicién de TCA
al 10 %.

2. Incubar a 4°C durante 1 hora como minimo.
Centrifugar las proteinas precipitadas a 15000 xg a 4°C durante 30 minutos.

4. Descartar el sobrenadante, lavar las proteinas con acetona fria al 90% y
centrifugar a 15000 xg durante 30 minutos. Repetir el proceso.

5. Descartar el sobrenadante y eliminar la acetona residual por evaporacién a
37 °C.

6. Resuspender las proteinas precipitadas con el tampdn de carga de
electroforesis (Método 4.3.4).

4.3.4. SEPARACION ELECTROFORETICA DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
(PAGE-SDS)

Las proteinas se separaron por electroforesis monodimensional en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (PAGE-SDS) (Laemmli, 1970). Esta técnica se utiliza
para separar proteinas en funcién de su masa molecular. Las proteinas en presencia
del detergente anidénico SDS son desnaturalizadas y cargadas negativamente por lo
gue migran hacia el anodo en un campo eléctrico en funcion del peso molecular de las

subunidades.

Para romper las interacciones no covalentes y los puentes disulfuro que pueden
formar las proteinas, previo a su aplicacion en el gel, se adiciona a las muestras el
tampdn de carga, que entre otros componentes contiene SDS y B-mercaptoetanol
como agente reductor. Posteriormente, se incuban las muestras a 95°C durante 5

minutos para desnaturalizar las proteinas.
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En este trabajo se han utilizado geles con un porcentaje de acrilamida entre 8-12 % en
funcidn del peso molecular de la proteina de interés. Para la preparacién de los geles
se empleé el kit Mini PROTEAN® 3 Electrophoresis cell (Bio-Rad).

Como marcador de peso molecular se ha utilizado el BENCHMARK™ Prestained Protein
Ladder (Invitrogen) formado por una mezcla de proteinas de masa molecular
comprendida entre 9.3 y 172.6 kDa. Para los geles tefiidos tanto por nitrato de plata
como por Sypro® Ruby Protein Gel Stain se utilizd6 como marcador de proteinas el
BENCHMARK™ Protein Ladder (Invitrogen) que abarca un intervalo comprendido entre
10y 220 kDa.

La composicion de las soluciones utilizadas se muestra a continuacion:

Gel apilador
Tris-HCI pH 6,8 0,13 M
SDS 0,1%
Acrilamida: Bisacrilamida (37.5:1) 4%
Persulfato amodnico 0,16 %
TEMED 0, 075 % (v/v)

Gel separador

Tris-HCI pH 6,8 0,13 M

SDS 0,1%
Acrilamida: Bisacrilamida (37.5:1) 8-15%
Persulfato amodnico 0,08 %
TEMED 0, 075 % (v/v)

Tampon de carga 4X

Tris-HCI pH 6,8 0,25 M

SDS 8%
Glicerol 40 %
-mecaptoetanol 20 %

Azul de bromofenol 0,08 % (p/v)

Tampodn de electroforesis

Tris-HCI pH 8,3 25 mM
Glicina 192 mM
SDS 0,1%
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La electroforesis se realiza a temperatura ambiente y se aplica una corriente de 20 mA
por cada gel de 0.75mm de grosor. Las proteinas se visualizan mediante tincién con
azul brillante de Coomassie, colorante que permite detectar bandas proteicas a partir
de 1 pg. Los geles teiidos se secaron utilizando un desecador SCIE-PLAS Gel Dryer
Model GD4534.

Procedimiento de tincion con azul de Coomassie:

Separar el gel de los vidrios utilizados para la electroforesis.

2. Sumergir el gel en la solucién de tincién. Mantener en agitacion durante 15
minutos.

3. Desteiiir el gel sumergiéndolo secuencialmente en la solucién | y I,
mediante agitacion, durante 20 minutos.

4. Depositar el gel sobre papel de filtro y secar.

Tincion  Solucion|  Solucion Il

Acido acético glacial: Metanol: Agua  1:5:5 1:5:5 1:1:18

Azul brillante de Coomassie 0,10 % - - -----

En algunos casos las bandas fueron reveladas mediante tinciéon con nitrato de plata
(PlusOne Silver Staining Kit, GE Healthcare) o Sypro® Ruby Protein Gel Stain (Molecular
Probes), siguiendo las instrucciones de cada fabricante. En otros casos, los geles se

procesaron para posterior inmunodeteccién por Western blot.

4.3.5. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

Esta técnica permite detectar proteinas presentes en muestras biolégicas mediante el

empleo de anticuerpos especificos.

Los anticuerpos utilizados en este trabajo y las diluciones empleadas, se especifican en
la siguiente tabla:
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Anticuerpos primarios Especie de procedencia Diluciéon
Anti- B-actina (Sigma) Conejo 1/10000
Anti- ZO-1 (Invitrogen) Conejo 1/100
Anti-Ocludina (Invitrogen) Conejo 1/1000
Anti-Claudina 2 (Abcam) Conejo 1/1000
Anticuerpos Secundarios Especie de procedencia Diluciéon
Donkey anti-rabbit 1gG, HRP Mono 1/10000

linked F (ab’)2 Fragment (GE
Healthcare)

Procedimiento:

Someter la muestra a una separacién electroforética.

Transferir las proteinas a una membrana HyBond-P Polyvinylidene Difluoride
(PVDF) (GE Healthcare) a 4°C en un aparato de transferencia Bio-Rad
MiniTransblot Cell (Bio-Rad), con tampdn de transferencia durante 1 hora
40 minutos a 400 mA y en constante agitacion.

Bloguear la membrana con solucién de bloqueo (PBS-Tween® 20 al 0,05% y
leche desnatada al 5%) a temperatura ambiente durante 40 minutos como
minimo.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario especifico para la
proteina de interés a 4°C durante 12-16 horas. Diluir el anticuerpo en la
misma solucién de bloqueo. La dilucién del anticuerpo puede variar segun
su pureza y especificidad.

Eliminar el exceso de anticuerpo primario, lavando la membrana con
solucion de lavado (PBS-Tween® 20 al 0,1%) durante 4 minutos, 4 veces.
Incubar la membrana con el anticuerpo secundario, conjugado a peroxidasa
(HPR-linked antibodies). Diluir el anticuerpo en soluciéon de bloqueo. La
dilucion del anticuerpo puede variar segun su pureza y especificidad.
Eliminar el exceso de anticuerpo secundario lavando la membrana durante
4 minutos, 4 veces.

Finalmente, detectar el complejo proteina-anticuerpo por el kit ECL™ Plus
Western Blot Detection System (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones
del fabricante.
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Tampon de transferencia

Tris-HCI 25 mM
Glicina 0,2M

4.3.6. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS A GST

En este trabajo, se utilizd el sistema de expresidon y purificacién de proteinas
fusionadas a glutation-S-transferasa (GST) para la proteina TcpC.

4.3.6.1. Expresion

El gen tcpC fue clonado en el vector pGEX-3X que permite fusionar la proteina a un tag
de GST en su extremo N-terminal. En este sistema la expresion de la proteina de fusién
esta bajo el control del promotor tac y el operador lac. En ausencia de induccidn, el
operador lac se encuentra ocupado por el represor Lacl, codificado por el propio
vector, impidiéndose la expresidn de la proteina de fusion, que solo tiene lugar cuando
se adiciona IPTG al medio de cultivo. Ademas, este vector presenta resistencia a
ampicilina.

En este trabajo se ha obtenido el clon recombinante para la expresién de la proteina
GST-TcpC. Para ello el gen tcpC fue amplificado por PCR a partir de DNA gendmico de
la cepa EcN. Los cebadores utilizados fueron disefiados para clonar el gen en las dianas
de restriccién EcoRl y BamHI (ANEXO 1), manteniendo el marco de lectura en fase. El
fragmento resultante fue clonado en el vector pGEX-3x, y después de transformar la
cepa XL1-Blue para la propagacion de los plasmidos, se selecciond un plasmido
recombinante (pGEX-tcpC). Para aumentar la eficiencia de expresion de la proteina
recombinante se introdujo, mediante transformacién, el plasmido pGEX-tcpC en la
cepa BL21.

Procedimiento:

Clonar el gen tcpC en el vector pGEX-3X (Método 4.5.9).

2. Inocular 1 colonia que contiene el plasmido recombinante en 2 ml de LB
suplementado con ampicilina e incubar a 37°C en constante agitacion durante
12-16 horas.

3. Reinocular en 100 ml de LB (dilucion 1:100) suplementado con ampicilina e
incubar hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0,5.
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4. Anadir el inductor IPTG a una concentracion adecuada para la expresién de la
proteina de interés. Incubar por un determinado periodo de tiempo (entre 3-16
horas) y temperatura (30°C o 37°C) adecuados para la expresién de la proteina.
Mantener en constante agitacion.

5. Recoger las células por centrifugacion a 4000 xg durante 10 min. Descartar el
sobrenadante. El sedimento celular se puede conservar para su uso posterior a
-20°C.

6. Resuspender el sedimento celular en PBS con inhibidor de proteasas y obtener
el extracto celular (Método 4.3.1.1). Comprobar el nivel de expresiéon de la
proteina recombinante mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS
(Método 4.3.4).

7. Proceder a la purificacién como se describe en Método 4.3.6.2.

Condiciones de expresion de TcpC fusionada a GST

IPTG 0,1 mM 0,3 mM
Tiempo 3h 16h
Temperatura 30°C 37°C

4.3.6.2. Purificacion

La purificacion de la proteina TcpC se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad
utilizando la resina Glutathione Sepharose™ 4B (GE Healthcare). En este sistema las
proteinas fusionadas a GST son inmovilizadas a la matriz debido a su afinidad por el
glutation (sustrato de la GST). Seguidamente, estas proteinas pueden ser facilmente
eluidas de la resina mediante la adicién de una solucidon tampdn conteniendo una

concentracion de 10 mM de glutatidn.

Procedimiento:

2. Diluir el extracto celular 5 veces con PBS complementado con Complete
Protease Inhibidor Cocktail Tables ® (Roche).

3. Preparar la columna con el volumen apropiado de la resina Glutathione
SepharoseTM 4B (GE Healthcare). La cantidad de resina dependera de la
cantidad de proteina de fusién a purificar (10 mg/ml de resina).

Lavar la resina con 5 voliumenes de PBS conteniendo inhibidores de proteasas.

5. Anadir el extracto celular diluido y mantener en contacto con la resina en un

agitador orbital durante 1 hora 30 minutos a 4°C.
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6. Abrir la columna y recoger la fraccidn de la muestra que no queda retenida a la
resina (Flow-through).

7. Lavar la resina con 12 volumenes de PBS conteniendo inhibidores de proteasas.
Recoger el ultimo lavado.

8. Eluir la proteina de fusiéon con el tampdén GEB (Glutation Elution Buffer)
proveido por GST Bulk™ Kit (GE Healthcare). Utilizar el mismo volumen de
tampon de elucion que de resina. Repetir el proceso de elucidon dos veces mas.

9. Conservar todas las muestras recogidas para su posterior analisis.

10. Analizar las fracciones en un gel de poliacrilamida-SDS (Método 4.3.4).

4.4. TECNICAS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA Y ANALISIS DE IMAGENES

4.4.1. VISUALIZACION DE PROTEINAS, FUSIONADAS A GFP POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

La expresion de las fusiones transcripcionales de tcpC al gen reportero gfp fue
analizada utilizando un microscopio de fluorescencia (Modelo Leica D1000), a una
longitud de excitacién de 460-470 nm.

Procedimiento:

1. Recoger las bacterias crecidas en fase exponencial en diferentes medios de
cultivo (LB y DMEM), o aislar las bacterias de heces o raspado de mucus de
ratones infectados.

Centrifugar las bacterias a 12000 xg durante 2 minutos.
Depositar el pellet bacteriano entre un portaobjetos y un cubreobjetos.

4. Visualizar las muestras directamente en el microscopio de fluorescencia.

4.4.2. MARCAJE MEDIANTE INMUNOLOCALIZACION.

La inmunolocalizacién es una técnica que permite detectar y localizar proteinas
especificas dentro de una célula o tejido, gracias a la especificidad de la unién
antigeno- anticuerpo. El procedimiento de deteccion se inicia haciendo una fijacion de
la muestra para que retenga la distribucion del antigeno y la morfologia celulary / o
tisular. Posteriormente, se incuba la muestra con un anticuerpo primario especifico
para la proteina que se quiere determinar y, a continuacion, se afiade un anticuerpo
secundario conjugado a un fluorocromo que reconoce el anticuerpo primario inicial. La

fluorescencia emitida por este fluorocromo puede ser detectada y captada con un
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microscopio de fluorescencia con cdmara, y cuantificada.

La inmunolocalizacion de proteinas de TJ se realizé sobre monocapas de células Caco-2

después de la incubacion con las cepas bacterianas o con las distintas fracciones
secretadas (COF-SN, 0,5 mg/ml u OMVs, 0,1 mg/ml) a ensayar.

Procedimiento:

10.

11.

12.

13.
14.

Lavar las células a analizar que se encuentran sembradas en micro-placas de
fondo de vidrio (u-Slide 8 well Glass bottom, Ibidi) con PBS estéril, 3 veces.

Fijar la muestra celular con parafomaldehido al 3% e incubar a temperatura
ambiente durante 40 minutos.

Lavar 3 veces con solucion de lavado (PBS-glicina 20 mM).

Permeabilizar las células con una solucion de saponina al 0,05% en PBS- glicina
20 mM e incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Lavar 3 veces con solucion de lavado.

Bloquear las uniones inespecificas con una solucién de bloqueo compuesta por
BSA al 1% en PBS- glicina 20 mM e incubar 1 hora a temperatura ambiente.
Lavar una vez con solucién de lavado.

Incubar la muestra con el anticuerpo primario anti- tight junction especifico
(ver tabla siguiente) suspendido en una solucién de BSA al 1% y saponina al
0,025% en PBS- glicina 20 mM durante 1 hora 30 minutos a 37°C.

Lavar 5 veces con solucion de lavado.

Incubar con el anticuerpo secundario adecuado (ver tabla siguiente)
suspendido en una solucidn de BSA al 1% y saponina al 0,025% en PBS- glicina
20 mM, durante 2 horas a 37°C.

Lavar 5 veces con solucion de lavado.

Marcar el nucleo celular con una solucién 0,125 pg/ml de DAPI (Sigma Aldrich)
por 20 minutos a temperatura ambiente.

Lavar 3 veces con PBS estéril.

Anadir suficiente PBS estéril para mantener las células hidratadas y almacenar a

4°C hasta su andlisis.

Los anticuerpos utilizados en el marcaje por inmunolocalizacidn de proteinas de T) y

sus respectivas concentraciones, se especifican en la siguiente tabla:
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Anticuerpos primarios Especie de Concentracidn Casa
procedencia comercial
Anti-Ocludina Raton 0,5 pug/ml Invitrogen
Anti-ZO1 Conejo 5 ug/ml Invitrogen
Anti-Z02 Conejo 5 ug/ml Invitrogen
Anti-Claudina2 Conejo 5 pg/ml Abcam
Anticuerpos Secundarios Especie de Concentracidn Casa
procedencia comercial
Alexa Fluor 488-conjugated F (ab”)2 Cabra 0,5 ug/ml Invitrogen
goat anti-mousse IgG (H+L)
Alexa Fluor 488-conjugated F (ab”)2 Cabra 0,5 ug/ml Invitrogen

goat anti-rabbit IgG

4.4.3. MICROSCOPIA CONFOCAL Y ANALISIS DE IMAGENES

La microscopia confocal posibilita un estudio tridimensional de las muestras,
incluyendo su interior. La caracteristica principal de la microscopia confocal es que
recoge y detecta la luz emitida por moléculas fluorescentes situadas en un mismo
plano del espacio tridimensional. Algunas moléculas poseen una fluorescencia natural
o intrinseca (“fluorescencia primaria”). Sin embargo, la mayoria de las estructuras
bioldgicas carecen de ella, por lo que para poder visualizarlas es necesario modificarlas
especificamente. Esto se consigue utilizando fluorocromos o fluoréforos extrinsecos
(“fluorescencia secundaria”), que permite que se puedan observar simultdneamente
distintas estructuras dentro de una misma muestra, si cada una de ellas estd marcada
con un fluorocromo diferente. Ademas, en este tipo de muestras se puede estudiar la
colocalizacidon (coincidencia) de los diferentes marcadores, en una regién concreta de
la célula o del tejido (Garcia, 2012).

La obtencion de imdagenes de proteinas de Tight junctions (T)) marcadas por
inmunolocalizacién se realizé mediante microscopia confocal y se analizaron utilizando
Fiji (distribuido por el programa de procesamiento y analisis de imagenes bioldgicas de
acceso abierto Image J) (Schindelin et al., 2012).

El trabajo de microscopia confocal se realizé en la Unidad de Microscopia Optica
Avanzada, que forma parte de los Centros Cientificos y Tecnolégicos (CCiT) de la
Universidad de Barcelona.
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Procedimiento:

1. Visualizar en la muestra las proteinas TJ marcadas con un microscopio
confocal Leica TCS SP2, equipado con los laseres Ar, Ar-UV y HeNe;
utilizando un objetivo en aceite de inmersion 63x 1.32NA.

2. Obtener imagenes del marcaje en 12-bits, con una resolucion de imagen de
0.232 x 0.232 x 0.488 um/voxel (x,y,z respectivamente).

3. Procesar las imagenes utilizando el software Fiji

4. Para el analisis cuantitativo de las proteinas ZO-1 y ocludina, trazar las Tigh
junctions utilizando el plugin Tubeness y la imagen que proyecta la maxima
intensidad.

Segmentar la imagen proyectada mediante el método de Liy Tam (1998).
Utilizar la region segmentada resultante, para medir la intensidad media en
la imagen original de maxima intensidad del punto 4 (ver FIGURA 4.6).

FIGURA 4.6. Analisis de imagen de la proteina de Tight junctions Z0-1. (A) Recuadro de una
imagen original que proyecta la maxima intensidad. (B) El mismo recuadro después de
procesarlo por un filtro mediano, donde se elimina el ruido de fondo y se traza usando el
Tubeness plugin. (C) Regiones de interés (ROI, verde) obtenidas después de binarizar la imagen
presentada en el panel (B) aplicando la Entropia Umbral Minima de Li. (D) Solapamiento de
ROI (C) sobre la imagen original panel (A). Las imagenes estan codificadas por los colores
arbitrarios del estilo Fire. Escala de la barra, 20 pm.

4.5. PREPARACION Y ANALISIS DE DNA

Se siguieron los protocolos estandar descritos por Sambrook y Russell (2001).
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4.5.1 OBTENCION DE DNA GENOMICO

Para la obtencién de DNA gendmico se utilizé el kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). La obtencién del DNA gendmico fue efectuada partiendo de
2 ml de cultivo en fase estacionaria de la cepa de interés, siguiendo el protocolo

recomendado por la casa comercial para bacterias gram-negativas.

4.5.2 OBTENCION DE DNA PLASMIDICO

Para obtener DNA plasmidico a pequefia y media escala (a partir de 10 y 100 ml de
cultivo, respectivamente), se utilizaron los kits Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega) y GenElute TM HP Plasmid Midiprep (Sigma), tal como

se describe en los protocolos de las casas comerciales.

4.5.3. DIGESTION ENZIMATICA DEL DNA

La digestién del DNA se llevd a cabo mediante el uso de enzimas de restriccion,
siguiendo las indicaciones de las casas comerciales y utilizando tampones especificos
para cada enzima. Se recomienda la utilizacién de 1U de enzima por 1 pug de DNA,
incubando como minimo durante 1 hora a la temperatura adecuada para cada enzima.
Las endonucleasas de restriccion utilizadas en este trabajo son termosensibles por lo

que se inactivaron a 65°C durante 15 minutos.

Los productos de la reaccién se comprobaron mediante electroforesis en geles de
agarosa, tal y como se describe en Método 4.5.6.1.

4.5.4. LIGACION DE FRAGMENTOS DE DNA

La reaccion de ligacidon consiste en la unién de dos fragmentos de DNA mediante una
reaccidon enzimatica. Para ello se utiliza la DNA ligasa del bacteriéfago T4, una enzima
que cataliza la formacién de enlaces fosfodiéster entre los grupos 5’-fosfato y los
grupos 3’-hidroxilo terminales de fragmentos de DNA, en presencia de ATP y Mg**.

Procedimiento:

1. Determinar la concentracién tanto del vector como del inserto para la
ligacion.
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2. Preparar la reaccioén de ligacidn segun las siguientes proporciones:

Mezcla de reaccidn

(1)

DNA vector variable
DNA inserto variable®?
T4 DNA ligasa 1U
Tampodn de ligacion 1X

(1
(2)

Normalmente 100 ng.
La cantidad de inserto a ligar se calcula segun la siguiente férmula:

ng del vector inserto

- x relacion molar
tamaiio del vector (kb) vector

ng inserto = tamafio inserto (kb) x

(Habitualmente se utilizé una relacién molar vector: inserto de 1:3)

3. Incubar la mezcla de reaccién durante toda la noche a temperatura

ambiente.

4.5.5. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La técnica de PCR desarrollada en 1983 por Kary Mullis y posteriormente publicada
(Saiki et al., 1988), se utiliza para amplificar fragmentos de DNA a partir de un DNA
molde. La regiéon de DNA a amplificar queda limitada por la secuencia de los dos
oligonucleétidos utilizados que son complementarios a cada una de las cadenas de
DNA. Estos oligonucledtidos funcionan como cebadores para la sintesis del DNA por la
DNA polimerasa.

La secuencia de los cebadores utilizados depende del fragmento que se desea
amplificar. De forma general, los cebadores han de ser especificos, deben de tener de
18 a 25 nucledtidos, presentar entre 50-70% de residuos G/C y no formar dimeros o
estructuras secundarias. En algunos casos, para facilitar la clonacién dirigida del
fragmento de PCR, los cebadores contenian en su extremo 5’, la secuencia especifica

de reconocimiento para una enzima de restriccion.

Se utilizan polimerasas termoestables. En este trabajo se ha utilizado de forma general
la tag Biotools DNA Polymerase (Biotools), excepto cuando se requeria una alta
fidelidad o que los fragmentos de DNA amplificados tuviesen los extremos romos; en
estos casos se utilizd la Pfu TurboTM DNA Polymerase (Stratagene). Las reacciones de
PCR son muy susceptibles al tipo de DNA molde utilizado, asi como a la concentracion
de Mg”*, cebadores y dNTPs. Por este motivo, no existe un protocolo generalizado,
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sino que cada reaccidn necesita ser puesta a punto. Basicamente se siguio el protocolo

descrito por Sambrook y Russell (2001).

Procedimiento:

1. Preparar la mezcla de reaccién en tubos de 0,5 ml, como se indica a

continuacion:

Mezcla de reaccion

DNA molde Variable **
Primer forward 0,025 mM
Primer reverse 0,025 mM
dNTPs 0,2 mM
DNA polimerasa 25U
Tampon de amplificacion  1X

Mg 1,5-4 mM
H,0 desionizada csp v

) 2ng de DNA gendmico, 50 ng de DNA plasmidico o una colonia bacteriana.

(2)
(3)

Siempre y cuando no estuviese incluido en el tampdn de reaccién.
Volumen final de 100 pl para la obtencién de fragmentos de DNA y 20 ul para el

analisis de clones recombinantes.

2. Colocar los tubos en el termociclador y programar los siguientes pasos.

Desnaturalizar el DNA molde a 94°C (1 minuto para DNA plasmidicoy 5
minutos para DNA gendmico libre o si se utiliza directamente colonia
bacteriana).
Aplicar un numero variable de ciclos (20-30) con los siguientes pasos:
a) Desnaturalizacidn del DNA: 94°C, durante 45 segundos.
b) Unidn de los cebadores: 45 segundos a Tm dptima (especifica para
cada pareja de cebadores).
c) Extensidn: 72°C durante el tiempo necesario (1 minuto por cada 1
Kb excepto cuando se utiliza la enzima Pfu (enzima altamente
termoestable) que amplifica 1 Kb cada 2 minutos
aproximadamente).

Aplicar un ultimo ciclo de extensién durante 10 minutos y a 72°C.

IV. Purificar el DNA obtenido.

Todos los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se encuentran listados en el
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ANEXO 1.

Las reacciones se realizaron en el termociclador G-STORM (Bionova Cientifica s.l.)

4.5.6. RESOLUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

La técnica de PCR se utilizd para la obtencion de fragmentos de DNA que
posteriormente fueron clonados en diferentes plasmidos. Para comprobar que
durante el proceso de amplificacién la DNA polimerasa no hubiese introducido
mutaciones, todos los fragmentos obtenidos mediante esta técnica fueron

secuenciados (Método 4.5.8).

4.5.6.1. Separacion de fragmentos de DNA en geles de agarosa mediante
electroforesis

La electroforesis en geles de agarosa permite la separacion de fragmentos de DNA en
funciéon de su tamafio, comprendido entre 0,1 y 25 Kb. El DNA es una molécula
cargada negativamente y se desplaza hacia el anodo en la matriz de agarosa al aplicar
una corriente eléctrica. La movilidad del DNA es inversamente proporcional al
logaritmo de su tamafo. La concentracidon de agarosa del gel determina la resolucion
de los fragmentos de DNA a separar, de forma que es posible discriminar entre bandas
de DNA de tamafio muy parecido mediante la variacién de la concentracién. En este

trabajo se han utilizado geles de agarosa preparados al 1% (p/v).

La visualizacién de los fragmentos de DNA se llevé a cabo mediante la incorporacion de
bromuro de etidio (1 pg/ml; Sigma Aldrich) al gel de agarosa y la posterior deteccién
en un transiluminador con luz UV. Como marcador de tamafo se utilizé DNA del fago A
digerido con Hindlll (MBI Fermentas) para bandas mayores de 2 Kb, o el marcador de
100 pb (Invitrogen Life Technologies) para tamafios inferiores.

Antes de aplicar las muestras se les adicionaba tampdn de carga que contiene glicerol
y que aporta la densidad adecuada para depositarlas en los pocillos del gel. Ademas,
contiene un colorante que permite seguir el frente de la electroforesis. La

electroforesis se desarrollé a 80-90 V y a temperatura ambiente.

Tampon de electroforesis (TAE 50x)

Tris base 5M
Acido acético glacial 1M
EDTA 50 mM
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Ajustar pH a 8,0

Tampdn de carga
Glicerol 5%
Azul de bromofenol 5%

4.5.6.2. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Las bandas de interés separadas en un gel de agarosa fueron recortadas y el DNA se
purifico con el QlAquickTM Gel Extraction Kit (QIAGEN) siguiendo el protocolo descrito

por la casa comercial.

4.5.6.3. Purificacion de fragmentos de DNA obtenidos por PCR

Para eliminar los cebadores, nucledtidos, sales y DNA polimerasa de los fragmentos de
DNA amplificados mediante PCR, se empled el kit QIAquickTM PCR Purification Kit
(QIAGEN), tal como describe el fabricante.

4.5.7. SELECCION DE CLONES RECOMBINANTES

La técnica de PCR (Método 4.5.5) también permite la seleccion de clones
recombinantes que provienen de la ligacion entre un fragmento de DNA y un vector de
clonacion. Para ello se puede utilizar una pareja de cebadores pertenecientes al vector

de clonacién, o bien, un cebador del vector y otro del fragmento clonado.

Esta técnica no requiere la obtencion previa del DNA plasmidico recombinante, ya que

es posible llevarla a cabo directamente utilizando colonias bacterianas.

4.5.8. SECUENCIACION AUTOMATICA DEL DNA

Para la secuenciaciéon automatica de fragmentos de DNA se utilizd el servicio de
secuenciacion EZ-Seq V2.0 (Macrogen, Europe). En la preparacién de las muestras se

siguio el protocolo descrito por la casa comercial, tal como se indica a continuacion:

Mezcla de reaccidn

DNA a secuenciar (50 ng/pl) 5 pl

Primer Reverse o Forward (5 pmoles/pul) 5ul
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@ Fragmento de DNA obtenido de la purificacion de producto de PCR o

pldsmido recombinante (Método 4.5.6.3).

4.5.9. CONSTRUCCION DE MOLECULAS HIiBRIDAS DE DNA (OBTENCION DE DNA
RECOMBINANTE)

El proceso de obtencion de moléculas hibridas de DNA consta de diferentes etapas,
todas ellas descritas en apartados anteriores. El primer paso consiste en la obtencion
del vector de clonacién y del inserto que se desea clonar. El inserto puede obtenerse
mediante la técnica de PCR (Método 4.5.5) o por digestion a partir de otro plasmido
recombinante y posterior purificacién. A continuacion, inserto y vector, deben ser
digeridos con las enzimas de restriccion adecuadas (Método 4.5.3) para la obtencién
de moléculas con extremos compatibles. Posteriormente se procede a la ligacion de
ambos DNAs (Método 4.5.4) por acciéon de la T4 DNA ligasa (Fast-LinkTM Ligase) y
finalmente, el producto de ligacién es introducido en células de E. coli competentes
(Método 4.1.4) a utilizar segun el estudio. Entre las colonias crecidas en placas de
seleccidn, se identifican los clones recombinantes (que contienen la molécula hibrida
de interés) mediante PCR y se aisla el DNA plasmidico (Método 4.5.2) para su posterior

analisis.

4.5.9.1. Fusion de promotores al gen gfpmut3.1

Para estudiar la expresion de tcpC, se clond el promotor de dicho gen en un plasmido
de la serie PFU. Esta serie de plasmidos contienen un polilinker con multiples dianas de
restriccion y se diferencian en el gen reportero. En este caso se utilizé el plasmido
PFU34, que lleva como marcador el gen de resistencia a ampicilina y como gen
reportero el gen gfpmut.3.1. Este gen expresa una version mutada de la proteina
Green fluorescent protein (GFP) que emite mas fluorescencia que la proteina wild type,
adecuada para el andlisis en células bacterianas (Uliczka et al., 2011).

El promotor amplificado correspondié a un fragmento de 692 pb por delante del
coddén ATG, conteniendo en sus extremos las dianas de restriccidon para las enzimas

BamHI y Sall respectivamente.

Procedimiento:

1. Amplificar la regidon promotora de tcpC por PCR (Método 4.5.5)
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2. Purificar el fragmento amplificado con el kit Quiagen.

3. Digerir el inserto y el vector con las dos enzimas de restriccidon seleccionadas
(Método 4.5.3).
Inactivar las enzimas por incubacién a 65°C durante 15 minutos.

5. Purificar los productos de digestion y proceder a su ligacion utilizando el kit
Fastlink

6. Transformar la cepa E. coli XL1-Blue con el producto de la ligacion e incubar en
placas de LB-ampicilina (Método 4.1.4).

7. Seleccionar las colonias que contienen el plasmido recombinante mediante
PCR.

4.6. PREPARACION Y ANALISIS DE RNA

El RNA es una molécula muy sensible a la accién de RNasas, de manera que siempre se

trabajo con guantes y material estéril libre de RNasas para evitar su degradacion.

4.6.1. EXTRACCION DE RNA TOTAL

Para la obtencién de RNA total de células eucariotas, se utilizé el kit comercial illustra
RNAspin Mini RNA Isolation kit (GE Healhcare), siempre siguiendo las instrucciones

provistas por el fabricante.

La utilizacién del kit para la extraccion de RNA asegura una eliminacion eficiente del
DNA contaminante en la muestra. Sin embargo, para evitar amplificaciones de DNA
contaminante, se realizd un tratamiento con DNAsa | libre de RNAsas (suministradas

por cada kit) al RNA que queda adherido a la columna de silice durante la extraccién.

La enzima DNAsa es una endonucleasa inespecifica que degrada DNA de cadena simple
y doble, asegurando una muestra de RNA libre de DNA contaminante.

EI RNA se conservé congelado a -80°C. Antes de su uso se mantuvo a 4°C.

4.6.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE RNA

El RNA obtenido se cuantific6 en un espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000. La
absorbancia a 260 nm (DO,¢) permite calcular la concentracion de RNA de la muestra.

Una DOy de 1 equivale a aproximadamente 40 pg/ml de RNA. La relacién entre la
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absorbancia a 260 y 280 nm (DO60/D03g0) permite estimar la pureza del RNA,

considerando éptimo un valor de 2.

Para confirmar la calidad del RNA se visualizaron las bandas del RNA ribosomal 28S y
18S por electroforesis (Método 4.5.6.1) en condiciones desnaturalizantes, en un gel de
agarosa-formaldehido al 1,2%.

4.6.3. TRANSCRIPCION INVERSA DEL RNA

La transcripcion inversa del RNA es un tipo de PCR que utiliza como molde RNAs que se
expresan en las células. El mRNA es copiado a DNA complementario (cDNA) por la
transcriptasa reversa empleando una mezcla de ramdom primers (oligonucleétidos al
azar) que aseguran que la sintesis de cDNA ocurre eficientemente. Bajo condiciones
apropiadas, la cantidad de cDNA generado por retrotranscripcion es proporcional al

nimero de moléculas de RNA presente en una muestra dada.

El ¢cDNA fue obtenido utilizando el kit Transcriptor High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (AB biosystems) a partir de 1000 ng de RNA, siguiendo las
instrucciones facilitadas por el fabricante.

Procedimiento:

1. Preparar la mezcla de reaccién 2x (reactivos proporcionados por el kit de
Applied Biosystems™) y colocar 10 pl de la misma en tubos de 0,5 ml de
capacidad.

Afadir 1 ug de RNA diluidos en 10 pl de H,0.

Realizar la Transcripcion reversa aplicando el programa de ciclos de
temperatura en el termociclador G-STORM (Bionova Cientifica s.l.) con los
siguientes pasos:

Pasos 1 2 3 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tiempo (minutos) 10 120 5 0

4. Conservar el cDNA a 4°C hasta su utilizacion.
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4.6.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA CUANTITATIVA ACOPLADA A
TRANSCRIPCION INVERSA (RT-qPCR)

La PCR cuantitativa o PCR en tiempo real es una variante de la PCR que permite
amplificar y simultdneamente cuantificar el producto de la amplificacion de un acido
nucleico. Esta técnica fue descrita por Higuchi y colaboradores (1993), quienes
inicialmente la denominaron Kinetic PCR. La reaccién de gPCR es basicamente igual a
una PCR convencional, sin embargo, a la mezcla de reaccidon se le aflade un reactivo
gue emite fluorescencia al unirse a la secuencia amplificada (TAQMAN PROBES®) o
bien cuando se intercala a DNA de doble cadena (SYBR GREEN®); y se utiliza un
termociclador especial capaz de detectar la fluorescencia emitida. Esto permite medir
la tasa de generacion del producto de DNA después de cada ciclo de amplificacidn,
motivo por el que recibe el nombre de PCR en tiempo real.

La tecnologia de la PCR cuantitativa estda basada en la deteccion de una seial
fluorescente producida proporcionalmente durante la amplificacion del DNA diana.
Esta metodologia permite estimar la formacién de producto de amplificacién de
manera continua y establecer el punto en el tiempo en el que se detecta por primera
vez la amplificacién de un producto de PCR. Este se determina identificando el numero
del ciclo en el cual la intensidad de la emision del reportero marcado se incrementa
sobre el ruido de fondo. Este numero del ciclo esta referido como el ciclo umbral o
“threshold cycle” (Ct). El Ct se determina en la fase exponencial de la reaccién de PCRy
es inversamente proporcional al nimero de copias del blanco. Por lo tanto cuanto mas
alto es el numero de copias iniciales de los acidos nucleicos a amplificar, mas pronto se

observa un aumento significativo en la fluorescencia, y son mas bajos los valores de Ct.

Los ensayos de RT-qPCR son altamente reproducibles y pueden discriminar facilmente
entre cantidades diferentes de molde. Esta técnica se ha convertido en el método mas
popular para la cuantificacion de los niveles de mRNA (Bustin, 2000), en donde el
cDNA (obtenido a partir de RNA por transcripcion reversa) es el molde para una

reaccion de PCR en tiempo real para determinar cambios en la expresién de genes.

4.6.4.1. RT-qPCR por SYBR Green

Para seguir la amplificacion de cDNA durante la RT-qPCR se utiliza el fluoroforo SYBR
Green, un agente reportero de unién a DNA de doble cadena. Cuando la molécula se
intercala con el DNA, su florescencia incrementa (Morrison et al., 1998). Durante el
transcurso de la PCR la intensidad de la fluorescencia incrementara proporcionalmente

a la cantidad DNA de doble cadena formado.
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Las reacciones se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos, con pocillos dépticos
adaptados para no interferir en esta deteccion. El equipo utilizado fue un
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

La reaccion consta de los mismos componentes que una PCR convencional ademas del
fluoroforo SYBR Green. La mezcla de reaccion que incluye la Tag polimerasa, el
fluorocromo y el tampdn de reaccidn se obtuvo de Life Technologies (SYBR® Green
PCR Master Mix,).

Los oligonucledtidos cebadores debian tener una longitud de entre 19 y 22
nucledtidos, con un minimo de 50% de residuos G/C, y formar un fragmento de

amplificacién de entre 50 y 330 pb.
Todos los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se encuentran listados en el

ANEXO 1. Como control endégeno se utilizo el gen de la B-actina.

Procedimiento:

1. Preparar la mezcla de reaccion para cada muestra y gen a analizar en un
volumen final de 40 pl, que se reparte en dos pocillos diferentes de 20 ul para

obtener cada ensayo por duplicado, tal como se indica a continuacion:

Mezcla de reaccidn
SYBR Green PCR Master Mix (2X) 20 pl (1X)

Primer forward 1 ul (3mM)
Primer reverse 1 ul (3mM)
cDNA molde diluido 1/25 18 pul (2 ng /ul)

" cDNA obtenido a partir de 1 pg de RNA en la RT-PCR (Método 4.6.4).

2. Colocar los tubos en el termociclador (StepOnePlus™ Real-Time PCR System), y
programar los siguientes pasos de la qRT-PCR:

Pasos N2 ciclos Temperatura Tiempo

Desnaturalizacidn inicial 1X 50°C 2 min
95°C 10 seg

Amplificacion 40 X 95°C 15 seg
62°C 1 min
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4.6.4.2. RT-qPCR por sondas TagMan

Esta técnica se basa en la utilizacion de tres oligonucleotidos en la reaccion de PCR,
dos de los cuales (forward y reverse) permiten la amplificaciéon del producto al que se
hibridara el tercer oligonucleétido, la sonda fluorogénica TagMan®. Esta sonda cuenta
con un marcador fluorescente en el extremo 5' y con un quencher en el extremo 3'.
Mientras la sonda estd intacta, la distancia que separa el quencher del fluorégeno es
suficiente para disminuir la fluorescencia emitida por éste. Cuando se amplifica el gen
diana, mediante la actividad exonucleasa 5'-3' de la Tag Polimerasa, se degrada el
extremo 3' de la sonda fluorescente (que contiene el quencher) permitiendo asi la
emision de la fluorescencia en tiempo real. De esta manera la cantidad de
fluorescencia producida es directamente proporcional a la concentracién de la

secuencia diana.

Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo StepOnePIusT"’I Real-Time PCR System
(Applied Biosystems), en placas de 96 pocillos. La mezcla de reaccién que incluye la
Taq polimerasa y el tampdn de reaccién se obtuvo de Life technologies™ (TagMan®
Gene Expression Master Mix Reagent,).

Las sondas Tagman® utilizadas en este trabajo se encuentran listadas en el ANEXO 2.
Como control enddgeno se utilizé6 el gen de la B-actina (ACTB Oligo Mix, Life

technologies™).

Procedimiento:

1. Preparar la mezcla de reaccion para cada muestra y gen a analizar en un
volumen final de 40 pl, que se reparte en dos pocillos diferentes de 20 ul para

obtener cada ensayo por duplicado, tal como se indica a continuacion:

Mezcla de reaccidon
SYBR Green PCR Master Mix (2X) 20 pl (1X)

Sonda TagMan® 2l
¢DNA molde diluido 1/12 10 pl (4 ng /)
H,O milliQ c.s.p 40 pl

@ cDNA obtenido a partir de 1 pg de RNA en la RT-PCR (Método 4.6.4).

Alvarez, C.S., Tesis doctoral

101



102 METODOS

2. Colocar los tubos en el termociclador (StepOnePlus™ Real-Time PCR System), y
programar los siguientes pasos de la qRT-PCR:

Pasos N2 ciclos Temperatura Tiempo

Desnaturalizacidn inicial 1X 50 °C 2 min
95°C 10 min

Amplificacion 40 X 95°C 15 seg
60° C 1 min

4.6.4.3. CALCULO DE LA EXPRESION GENICA EN NIVELES RELATIVOS DE mRNA

La cuantificacidon de la expresion génica utilizando RT-gPCR puede hacerse mediante
dos métodos, en términos absolutos o relativos. En el primer caso, la cuantificacion se
expresa en valor absoluto y se basa en la utilizacidon de una recta estandar a partir de
cDNAs de concentraciones conocidas, y en extrapolar la concentracion del gen en la
muestra experimental a partir del ciclo umbral (Ct) obtenido. Durante esta Tesis se han
realizado los calculos de los niveles relativos de mRNA mediante el segundo tipo de
analisis, cuantificaciéon relativa o método del AACt, en el que se comparan
directamente los Cts del gen testado y gen de referencia (ACt) en cada muestra, y
posteriormente se comparan los ACt de las muestras experimentales con respecto a
los ACt de la muestra control. Para aplicar dicho método es necesario que las

eficiencias de ambos genes sean similares.

Para cada muestra, las reacciones de RT-gPCR se realizaron por duplicado y se
establecid el Ct en la parte lineal de la curva de amplificacidn. El gen de referencia
elegido en todos los experimentos fue el gen de la B-actina que mantiene una
expresion constante en nuestro modelo de estudio, y se fijo el valor de expresién de
las muestras control en 1. Los valores de niveles relativos de mRNA se determinaron
como un aumento de veces en comparacion con las muestras de control y se

calcularon como 2%4¢,

ACt = Ct(gen testado) — Ct(gen B — actina)
AACt = ACt(muestra experimental) — ACt(muestra control)

Nivel realtivo de mRNA = 2~2ACt
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4.7. COLONIZACION DEL TRACTO GASTROINTESTINAL DE RATONES CON CEPAS
BACTERIANAS

Para analizar la expresion del gen tcpC in vivo en el intestino de ratones mediante la
expresion de la fusiéon del promotor de tcpC de EcN al gen reportero gfp, se
administraron por via orogastrica suspensiones bacterianas de la cepa EcN (PFU34) y
EcN (PFU34-¢tcpC) a ratones machos CD-1, de 5-8 semanas de edad. Estas cepas eran
resistentes a ampicilina. Después del tratamiento se determind el nUmero de bacterias

de cada cepa, en las heces y en el mucus de colon e ileon de los ratones.

Con el fin de aumentar la eficiencia de la infeccion, previamente los ratones eran
tratados con ampicilina para eliminar los microorganismos anaerobios facultativos de
la microbiota, que competirian con las cepas administradas (Leatham et al. 2009).
Ademds, previa infeccidn, las heces de los ratones fueron analizadas para descartar la

presencia de flora intestinal resistente a ampicilina.

El procedimiento utilizado para este estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Experimentacion Animal del Departamento de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la
Generalitat de Catalunya, con el nimero de orden DAAM6585.

Procedimiento de inoculacidn a ratones:

1. Adicionar 5 g/L de ampicilina en el agua de bebida de los ratones 24 horas
antes de la infeccion.

2. Retirar el alimento de las jaulas 3 horas previo a la infeccién.
Administrar a los ratones, mediante sonda orogastrica, 200 ul de las cepas
bacterianas a analizar, resuspendidas en PBS a una concentracién de 1x10°
UFC/ml.

4. Distribuir los ratones en sus jaulas reponiendo el alimento y manteniendo

el antibiodtico en el agua de bebida durante todo el proceso.

Procedimiento de obtencidn y tratamiento de heces:

1. Agrupar y mantener los ratones durante 3 dias después de la infeccion en
sus correspondientes jaulas.

2. Separar los ratones en jaulas individuales durante 3 horas, privados de agua
y alimento.

3. Recolectar las heces de manera individual para cada ratdén en tubos de
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ensayo previamente tarados y determinar su peso.

Homogenizar las heces en medio minimo (SM) en una proporcién de 1g/10
ml de SM, mediante agitacidn y la ayuda de una varilla de cristal.

Realizar diluciones seriadas y sembrar alicuotas de 100 ul en placas de LB

con ampicilina (antibiético de seleccidn).

Medio SM
NaH,PO4 34 mM
K;HPO,4 64 mM
(NH3)2S04 20 mM
FeSO, 0,001 mM

Procedimiento de obtencidn y tratamiento del mucus intestinal:

Sacrificar los ratones, transcurridos 4 dias de la infeccién mediante asfixia
por CO,. Diseccionar los animales para extraer el tejido intestinal.

Lavar 3 veces la luz del tracto intestinal con 10 ml de PBS, mediante una
jeringa.

Cortar una porcion de 3 cm del ileon distal y otra porcién del colon, de las
zonas mas proximas al ciego.

Depositar los tejidos sobre un cristal y con un portaobjetos raspar su
superficie para extraer el mucus.

Visualizar por microscopia de fluorescencia las muestras de mucus (Método
4.4.1).

Transferir el mucus a tubos Eppendorf estériles previamente tarados y
determinar su peso. Mantener los tubos en hielo.

Resuspender el mucus en 1 ml de medio SM y proceder al recuento.

4.8. ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis estadistico de los resultados se utilizé el programa SPSS Statistic 20.0.

La diferencia entre dos grupos se analizé mediante el test de la t de Student. Los

analisis de las diferencias entre mas de dos grupos, se llevaron a cabo mediante el

analisis de la varianza “one-way ANOVA” seguido del test de Tukey. Un valor de P

<0.05 ha sido considerado estadisticamente significativo. Los resultados se expresan

como la media * del error estandar (SE).
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A lo largo de este trabajo, todos los ensayos se han realizado como minimo a partir de
3 experimentos biolégicos independientes.
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5.1. SELECCION DE CEPAS COMENSALES DE LA COLECCION ECOR CON EFECTOS
POSITIVOS SOBRE LA FUNCION DE BARRERA INTESTINAL

5.1.1. IDENTIFICACION Y SELECCION DE CEPAS ECOR QUE CONTIENEN EL GEN tcpC

Debido a que el efecto positivo del probidtico EcN sobre la funcidn de barrera
intestinal fue atribuido a la proteina TcpC (Hering et al.,, 2014), se realizd una
busqueda de otras cepas de E. coli de origen intestinal que contuvieran el gen tcpC,
para evaluar posteriormente su capacidad de reforzar la funcidén de barrera.

Para ello, se partié de la Coleccion de Referencia de Escherichia coli (ECOR) que
representa ampliamente la variacién genotipica en E. coli, estando formada por 72
cepas aisladas de muestras fecales o urinarias de mamiferos (Ochman y Selander,
1984). Se llevd a cabo una busqueda bibliografica asi como de la informacién gendmica
disponible en el National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sobre la presencia de la secuencia del gen tcpC en las
72 cepas de esta coleccién. Esta busqueda revelé que el gen tcpC estd presente en 5
cepas, en concreto en las cepas ECOR53, 56, 57, 60 y 63 (Schubert et al., 2010), lo que
representa el 7% de la coleccién (5/72).

Las cepas ECOR53 y ECOR63 corresponden a aislados de heces de humanos sanos,
mientras que ECOR56 y ECOR60 fueron aisladas de pacientes con infeccién del tracto
urinario. La cepa ECOR57 se aislé de un gorila sano.

En este trabajo, se seleccionaron las 5 cepas tcpC positivas y se confirmd la presencia
de la secuencia tcpC mediante amplificacién por PCR (FIGURA 5.1.) utilizando primers
especificos de la regidon codificante del gen que permitieron amplificar un fragmento
de 802 pb. Ademas, se utilizaron las cepas EcN y E. coli CFT073 (uropatdgena) como

controles positivos, y la cepa de laboratorio E. coli DH5a como control negativo.

Los linajes de la coleccion ECOR se dividen en cinco grupos: A, B1, B2, Dy E (Herzer et
al., 1990). Estudios filogenéticos demuestran la existencia de genes determinantes de
patogenicidad hly, kps, pap y sfa en cepas uroptatégenas y entéricas de la coleccion
ECOR. La distribucidn de los cuatro determinantes de la virulencia en las cepas ECOR se
limita predominantemente a dos linajes, los grupos B2 y D. Todas las cepas tcpC
positivas, al igual que EcN, pertenecen al grupo filogenético B2, asociado
mayoritariamente con cepas virulentas que causan infecciones extra-intestinales (STEC

Center, http://www.shigatox.net/new/reference-strains/ecor.html).
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FIGURA 5.1. Andlisis de la presencia de tcpC en 5 cepas ECOR. Amplificacion por PCR de la
secuencia de tcpC con los primers FW-tcpC (TCGCATGGAAACAGCACCT) y RV-tcpC
(CTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC) de las cepas indicadas. Se indica el tamafio del fragmento
amplificado (802 pb). Las cepas EcN y E. coli CFT073 fueron procesadas como controles positivos, y
la cepa E. coli DH5a como control negativo.

Por ello, se realiz6 una prospeccién bibliografica para identificar la presencia de estos
potenciales marcadores de virulencia en las cinco cepas ECOR tcpC positivas. Los datos
publicados indican que todas ellas presentan en su genoma estas regiones asociadas a
virulencia (TABLA 5.1.) (Boyd y Hartl, 1998), aunque no se ha demostrado que estas

regiones sean funcionales en todas ellas.

TABLA 5.1. Origen de las cepas de la Coleccion ECOR y las regiones asociadas a virulencia. Se
resalta en negrita las cepas tcpC positivas. Informacidn obtenida de (Boyd y Hartl, 1998).

Huésped Cepas con regiones asociadas a virulencia
hiyll kps pap sfa
Humano 24, 43, 48, 51, 54, 8,11, 14, 24,35,36, 2, 11, 24, 35, 36, 51, 53, 54, 60, 63,
56, 60, 63 38, 39, 40,41, 47, 38, 39, 40, 41, 48, 64
48, 49, 50, 51, 53, 49, 50, 51, 53, 54,
55, 56, 61, 62, 63, 64 55, 56, 59, 60, 62,
63, 64
Otros primates 52,57 46, 52, 57, 66 37,46,52,57 52,57, 65, 66
No primates 44,47 31, 44 58

Respecto a la funcionalidad de estos genes, sélo existe una referencia bibliografica
sobre el gen de la hemolisina (hlyA) (Lai et al., 1999). Los datos aportados en este
estudio muestran como las diferentes cepas ECOR expresan niveles cuantitativamente
diferentes de hemolisina y la gran mayoria causan una fuerte citotoxicidad en la linea
celular de macréfagos murinos J774. Sin embargo, aunque las cepas ECOR57 y ECOR63
tienen el genotipo hlyA, no presentan el fenotipo asociado a este marcador de
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virulencia ya que no expresan una hemolisina funcional y no ejercen efectos
citotdxicos en la célula huésped. La viabilidad celular de macréfagos J774 incubados en
presencia de estas cepas se mantiene cercana al 100% con valores comparables a las
células control (Lai et al., 1999). La ausencia de una hemolisina funcional en estas
cepas se ha atribuido a posibles alteraciones o deleciones en la estructura del operén
hlyCABD o a la existencia de mutaciones responsables de cambios en la secuencia
aminoacidica de HlyA que conducen a la pérdida de su actividad hemolitica (Boyd y
Hartl, 1998; Lai et al., 1999).

En base a esta informacion, se decidié excluir las cepas citotdxicas para el desarrollo de
esta tesis doctoral. Asi pues, se seleccionaron las cepas ECOR57 y ECOR63 para realizar
una evaluacién directa sobre la capacidad de las mismas en reforzar la funcién de

barrera en monocapas de células epiteliales.

5.1.2. ANALISIS DE LA SECRECION DE TcpC EN CULTIVOS DE LAS CEPAS ECOR tcpC
POSITIVAS

Para confirmar la expresion del gen tcpC en las cepas ECOR57 y ECOR63, asi como
evaluar si la proteina TcpC es secretada al medio de cultivo en forma soluble se
procedio al fraccionamiento del sobrenadante de cultivos de estas cepas en medio LB
siguiendo el esquema detallado en la figura 5.2. En este estudio se incluyd la cepa
probidtica EcN (tcpC positiva). Las cepas tcpC negativas ECOR12 y HB101 se procesaron
en paralelo como control negativo.

Los cultivos de estas cepas en medio LB durante 16 horas se centrifugaron para
separar las bacterias de los sobrenadantes libres de células (CF-SN) que contienen
tanto las proteinas secretadas de manera soluble como las vesiculas de membrana
externa (OMVs). A partir del sedimento bacteriano se obtuvieron los extractos
celulares (CE) que contienen las proteinas intracelulares y de membrana plasmatica.
Los CF-SN fueron filtrados a través de un filtro de 0,22 um para eliminar posibles
bacterias residuales y posteriormente sometidos a precipitacion con TCA (CF-SN-TCA)
(ver Método 4.3.3). El esquema del proceso se presenta en la figura 5.2.

Se analizé la presencia de la proteina TcpC en las fracciones obtenidas mediante
Western blot utilizando un anticuerpo policlonal de conejo (anticuerpo anti-TcpC). Este
anticuerpo comercial fue preparado por GenScrip® a través de un protocolo de
inmunizacidn de conejos con un péptido inmunogénico de la proteina TcpC. El péptido
utilizado fue QTLEVGDSLRRNID (FIGURA 5.3). En paralelo se cloné el gen tcpC de la
cepa EcN en el plasmido de expresion pBAD-TOPO que contiene: (i) el promotor del

sistema araBAD inducible por L-arabinosa, y (ii) una secuencia nucleétidica que
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codifica la etiqueta correspondiente al epitopo V5 seguida

de la etiqueta (6xHis)

fusionadas al extremo C-terminal de la proteina recombinante. Estas etiquetas

permiten su purificacién por cromatografia de afinidad y la deteccidén de la proteina

recombinante con anticuerpos anti-His y anti-V5, respectivamente. La expresion de la

proteina se llevd a cabo en células Top-10 transformadas con el pldsmido

recombinante pBAD-TOPO-TcpC-V5-His.

Cultivo bacteriano

LB, O/N | Centrifugac‘ién 10.000xg |

{ v

= [ ]

Sobrenadante + 5| Sonicacién y
(libre de céulas) centrifugacion

CF-SN-TCA

" > Ultra-centrifugacion 150.000xg
y -~ | Concentracién delsobrenadante N i6n del sedi del
3 10.000 NMWL (separacion del sedimento ydel (& S
i i \l/ sobrenadante)
| Precipitacion con TCA | / \A
\L Sobrenadante concentrado Sedimento de OMVs
libre de OMVS resuspendido en PBS

T l
\En Em

FIGURA 5.2. Fraccionamiento de cultivos bacterianos. CF-SN-TCA: Sobrenadante del cultivo libre
de células y precipitado con TCA (contiene todos los componentes secretados por la bacteria); COF-
SN: sobrenadante libre de células y OMVs; OMVs: vesiculas sedimentadas por ultracentrifugacion
del sobrenadante del cultivo a 150000 xg; EC: Extractos celulares obtenidos por sonicacion de las

bacterias recogidas del cultivo por centrifugacion.

MIAYENIEFFICLVNVLDNNMYNILFFIFLSIAIPFLLFLAWKQHLKTKEIRSYLLKE
GYNIIFNGEGNSYLAFNISNATFRAGNLTSNDYFQASISYIHDYRWEWKEVEAKKINN

IFIIYISNIDFPSQKLFYRNNKSLAEIDWAKLQAIFHQPYEIQNDVMQDNNNTHYDFF
ISHAKEDKDTFVRPLVDELNRLGVIIWYDEQTLEVGDSLRRNIDLGLRKANYGIVILSH

SVKEIARELAEIAYRRR

NFLNKKWTQYELDSLINRAVYDDNKIILPIWHNINAQEVSKYSHYLADKMALQTSLY

FIGURA 5.3. Secuencia aminoacidica de la proteina TcpC. La secuencia de aminoacidos
correspondiente al dominio de unidn a TIR del receptor Toll/IL-1 se resalta en color gris. Los
péptidos seleccionados para la obtencidn de anticuerpos anti-TcpC se muestran subrayados.
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Los resultados del andlisis por Western blot para la deteccion de TcpC en las fracciones
bacterianas se presentan en la figura 5.4. Dicho analisis reveld que el anticuerpo anti-
TcpC reconocid de manera inespecifica sefales en proteinas presentes en los
sobrenadantes de los cultivos analizados (CF-SN-TCA) puesto que se observaron
multiples bandas de deteccién en las cepas tcpC negativas HB101 y ECOR12. En los
sobrenadantes de las cepas ECOR57 y ECOR63 se observé una banda de alto peso
molecular, no compatible con el tamafio esperado para TcpC (34 kDa), que podria
deberse a un reconocimiento cruzado probablemente del dominio de unién a TIR
presente en otra proteina secretada. En cuanto a EcN no se observé deteccidn alguna.
La ausencia de deteccion especifica de TcpC en los CF-SN-TCA podria indicar que esta
proteina presenta una muy baja expresién o estabilidad. Otra opcion seria que el
anticuerpo obtenido frente a un epitopo concreto no fuera eficaz para la
inmunodeteccion de la proteina TcpC completa.

Para confirmar la validez del anticuerpo anti-TcpC, este fue utilizado para
inmunodetectar la proteina recombinante TcpC-V5-His6 expresada a partir del
plasmido pBAD-TOPO-TcpC-V5-His. La induccidon de la proteina se llevé a cabo por
adicién de L-arabinosa al medio de cultivo a dos concentraciones finales, 0,02% y
0,002%. Después del fraccionamiento de los cultivos bacterianos se obtuvieron los ECy
la expresion de TcpC fue analizada mediante Western blot con anticuerpos dirigidos
contra el epitopo V5 fusionado al extremo C-terminal de TcpC o con el anticuerpo anti-
TcpC utilizado anteriormente (FIGURA 5.4.B). La proteina de 36 KDa detectada con el
anticuerpo anti-V5 correspondia a la proteina TcpC recombinante (TcpC-V5-Hisg). Sin
embargo, se observa también la presencia de una segunda banda que indica que esta
proteina se proteoliza y dicha ruptura incrementa a medida que aumenta la
concentracion del inductor L-arabinosa.

En cuanto a la inmunodeteccidn con el anticuerpo anti-TcpC se observé nuevamente
reaccion inespecifica, ya que las bandas observadas estaban presentes incluso en las
células TOP-10 control. Estos resultados evidenciaban que el anticuerpo anti-TcpC
obtenido no era adecuado y por esta razén se disefiaron otros 3 anticuerpos
comerciales de GenScript® contra péptidos inmunogénicos seleccionados de zonas
internas y externas a la secuencia correspondiente al dominio de unién a TIR de la
proteina TcpC para descartar posibles reacciones cruzadas. Los nuevos péptidos
utilizados fueron YRWEWKEVEAKKIN, HAKEDKDTFVRPLV y DSLINRAVYDDNKI (FIGURA
5.3). Los 3 anticuerpos anti-TcpC fueron ensayados en los sobrenadantes (COF-SN-TCA)
y en los extractos celulares (EC), tanto de la cepa TOP-10 transformada con el plasmido
recombinante pBAD-TOPO-TcpC-V5-His como de las cepas tcpC positivas (EcN,
ECOR63, ECOR57). No fue posible identificar mediante Werstern blot la proteina TcpC
de manera especifica ni en los extractos celulares ni como proteina secretada (datos

no mostrados).
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FIGURA 5.4. Andlisis mediante Western blot para la deteccién de TcpC en las distintas fracciones
bacterianas obtenidas a partir de cultivos en medio LB de las cepas indicadas. (A) Analisis de la
secrecion de TcpC mediante el anticuerpo anti-TcpC. Las muestras analizadas corresponden a los
sobrenadantes (CF-SN-TCA) de las cepas indicadas. (B) Deteccidon de la proteina recombinante
TcpC-V5-Hisg en ECs (15 pg) de células TOP-10 transformadas con el plasmido recombinante pBAD-
TOPO-TcpC-V5-His tras induccion con 0,02 y 0,002% de L-arabinosa. Como control se analizaron los
ECs de células TOP-10 control y de células TOP-10 transformadas con el plasmido recombinante en
ausencia de induccién por L-arabinosa. La banda esperada de 36 KDa correspondiente a la proteina
TcpC recombinante se muestra con un asterisco. La inmunodetecciéon se llevé a cabo usando
anticuerpos anti-V5 o anti-TcpC.

Finalmente, nos planteamos purificar la proteina TcpC utilizando la tecnologia del DNA
recombinante con la finalidad de utilizar la proteina nativa como antigeno en procesos
de inmunizacién para la obtencién de anticuerpos especificos. Para ello se clond el gen
tcpC en el vector de expresion inducible pGEX-3x que fusiona la proteina de estudio a
la etiqueta GST (glutation S-transferasa). El proceso de purificacion de la proteina se
realizé a partir de los ECs obtenidos de cultivos de células XL1-Blue transformadas con
el plasmido recombinante pGEX-TcpC que expresa GST-TcpC tras la inducciéon con
IPTG. La proteina GST-TcpC se purificd mediante cromatografia de afinidad a través de
una columna de glutathione sepharosa 4B (Métodos 4.3.6.2) Después de un
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exhaustivo lavado con PBS, la proteina GST-TcpC fue eluida con tapdn de elucién
conteniendo 10 mM glutatién. Las fracciones obtenidas durante la purificacién como
son el Flow-through (fraccién de la muestra que no queda retenida en la resina), el
lavado y las eluciones de la proteina de fusién se analizaron por SDS-PAGE seguida de
tincidon con azul de Coomassie. Los resultados se muestran en la figura 5.5, donde se
observa que no fue posible purificar la proteina dada su baja expresion y rendimiento.
Cabe destacar que modificaciones de las condiciones de induccién tales como la
concentraciéon de IPTG (0,1 mM 6 0,3 mM), temperatura (37°C 6 30°C) y tiempo de
incubacién (3 6 18 horas) no mejoraron el resultado. Por ello se descartd la estrategia
de inmunizar conejos con la proteina completa dirigida a la obtencion de anticuerpos
para su posterior uso en Western blot.

Ya se habia reportado en cepas uropatégenas que los niveles de TcpC secretada eran
muy bajos (Cirl et al., 2008). Es de destacar que los estudios publicados sobre la
funcién de TcpC en la cepa probidtica EcN estan basados en el uso de mutantes tcpC
knockout, sin que se presenten resultados de la inmunodeteccidon de la proteina
secretada (Hering et al., 2014).

GST-TcpC
KDa EC P FT L E1l E2 E3
e g
——
“ \-‘.
604 d 4 ’ .
374 e — "
e
e

FIGURA 5.5. Andlisis por SDS-PAGE de la proteina de fusion GST-TcpC purificada mediante
cromatografia de afinidad a través de una columna de glutathione sepharosa 4B. Las condiciones
de induccién fueron: 0,3 mM de IPTG a 37°C durante 3 horas. La elucién de GST-TcpC se llevé a
cabo con glutatién 10 mM. Las fracciones del proceso de purificaciéon analizadas son FT, flow-
through; L, lavado; E1, E2 y E3, primera, segunda y tercera elucion. Se afadieron las fracciones EC,
y P, pellet (contiene el material insoluble después de sonicar las bacterias) para su comparacién con
las fracciones purificadas.
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5.1.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE tcpC MEDIANTE FUSIONES DE PROMOTOR AL
GEN REPORTERO gfp

A la vista de que no fue posible detectar la expresién de tcpC a nivel de proteina
intracelular, ni en la fraccién secretada, nos planteamos confirmar su expresion tanto
en cultivos in vitro como en el tracto intestinal mediante estudios in vivo en modelos
murinos. Las proteinas reporteras fluorescentes son muy utiles para el estudio de la
expresion de genes en comunidades bacterianas o durante la infeccidn y colonizacién
de modelos animales (Uliczka et al., 2011). Con esta finalidad se obtuvieron fusiones
del promotor de tcpC al gen reportero gfp.

El fragmento utilizado para la construccion de la fusidn del promotor de tcpC al gen gfp
se obtuvo mediante PCR a partir de DNA gendmico de la cepa EcN. Este fragmento de
692 pb se extendia 692 pb corriente arriba del coddn de inicio ATG. Los primers
utilizados en la reaccion de PCR contenian en su extremo 5’ la diana de restriccidon para
las enzimas BamHI (primer forward) y Sall (primer reverse). El fragmento amplificado
fue clonado en el plasmido PFU34 que lleva como marcador el gen de resistencia a la
ampicilina y que contiene como gen reportero el gen gfpmut3.1 que expresa una
version mutada de la proteina Green fluorescent protein (GFP). Esta proteina es capaz
de emitir mayor intensidad de fluorescencia que la proteina GFP wild type. El plasmido
recombinante se selecciond después de transformar células competentes de la cepa
XL1-Blue con la mezcla de ligacion, obtener el DNA plasmidico de los transformantes
ampicilina resistentes y comprobar por PCR la presencia del fragmento clonado, asi
como la ausencia de mutaciones por secuenciacién del mismo. El plasmido
recombinante obtenido (PFU34-¢tcpC) se utilizdé para transformar la cepa EcN
mediante electroporacion. Como control negativo se transformd la cepa EcN con el
vector (PFU34) en el que el gen gfpmut3.1 carece de promotor (Método 4.5.9). Los
clones recombinantes fueron seleccionados en placas de LB-ampicilina.

5.1.3.1. Andlisis in vitro

Como primera aproximacion nos planteamos el analisis de la expresion de la
construccion ¢(tcpC-gfpmut3.1) en cultivos de la cepa EcN transformada con el
plasmido PFU34-¢tcpC o con el plasmido PFU34 como control. Los medios de cultivo
utilizados fueron LB y DMEM.

Los resultados obtenidos muestran la expresion de la proteina GFP a partir del
promotor de tcpC (bacterias verdes) en los dos medios de cultivo ensayados (FIGURA
5.6). Se observa una mayor intensidad de fluorescencia en medio DMEM con respecto
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a LB, lo que sugiere una mayor expresion de tcpC en medio DMEM. Los resultados
obtenidos con la cepa EcN transformada con el plasmido PFU34 (control negativo) no
mostraron emision de fluorescencia. La presencia de bacterias en los campos
analizados fue evidenciada por microscopia de contraste de fases. Estos resultados
confirman la funcionalidad del promotor del gen tcpC y validan la construccion PFU34-
dtcpC para estudios de expresion in vivo.

EcN(PFU34) EcN(PFU34-¢tcpC)

DMEM

FIGURA 5.6. Andlisis de la expresion de tcpC en las cepas recombinantes EcN (PFU34) y EcN
(PFU34-¢tcpC). Las cepas fueron crecidas en medio de cultivo LB o DMEM. La cepa EcN PFU34 se
utilizdé como control negativo. Las bacterias fueron procesadas para observacidn mediante
microscopia de fluorescencia (paneles superiores) y microscopia de contraste de fases (paneles
inferiores).

5.1.3.2. Andlisis in vivo

Para analizar la expresiéon del gen tcpC en el intestino, se administré por sonda
orogastrica 0.2 ml de una solucién que contenfa 10° UFC/ml de la cepa EcN (PFU34-
dtcpC) a 2 ratones CD-1 (ratones 3 y 4). Otros 2 ratones fueron inoculados con 0.2 ml
de una solucién que contenia 10° UFC/ml de la cepa EcN (PFU34) como control
negativo (ratones 1y 2). Un dia antes a la inoculacién de los ratones, se les administré
ampicilina en el agua de bebida (5 g/L) con la finalidad de eliminar las cepas resistentes
a dicho antibidtico y facilitar la colonizacion de las cepas en estudio. La ampicilina fue

mantenida en el agua de bebida durante todo el experimento. Al tercer dia de la
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inoculacidn se recogieron las heces de los ratones y se trataron como se describe en el
apartado Método 4.7 para realizar el recuento bacteriano y observacion por
microscopia de fluorescencia. La expresiéon de tcpC en el intestino daria como
resultado la expresion de GFP a partir de la construccién (PFU34-¢tcpC), lo que
permitiria visualizar las bacterias por la fluorescencia emitida (Método 4.4.1). Al dia
siguiente de la obtencidn de heces se procedid al sacrificio de los ratones para obtener
por raspado el mucus de las regiones correspondientes al ileon y colon, para realizar
los recuentos bacterianos en placas de LB-ampicilina y proceder a la observacién por
microscopia de fluorescencia. Los recuentos bacterianos obtenidos tanto en heces

como en mucus (ileon y colon) se muestran en la tabla 5.2.

TABLA 5.2. Recuento bacteriano en heces y mucus de colon e ileon de ratones CD-1 colonizados
con las cepas indicadas. Cada muestra se procesé por triplicado. Los valores son la media + SE.

Heces Mucus colon Mucus ileon
Ratén Cepa utilizada
UFC/g heces UFC/g mucus UFC/g mucus
1 EcN (PFU34) 42x10°+1,5x10° 4,5x10°+1,0x 10° 2,8x10*+0,5x 10°
2 EcN (PFU34) 4,0x10°+0,2x10° 4,3x10°+0,9x 10° 2,1x10*+0,9x 10°
3 EcN (PFU34-¢tcpC) 3,9x10°+0,9x10° 3,6 x 10"+ 0,4 x 10° 1,7 x 10*+0,2 x 10°
4 EcN (PFU34-ptcpC)  4,3x10°+1,0x10°  3,8x10%+0,2 x 10 2,9x10*+0,3x 10°

Los recuentos de bacterias expresados como UFC/g en heces y en el mucus aislado de
las fracciones correspondientes a ileon y colon mostraron un nivel de colonizacion
equivalente en todos los ratones (TABLA 5.2). Sin embargo, la observacion mediante
microscopia de fluorescencia de las suspensiones bacterianas obtenidas de heces y de
las muestras de mucus mostré emision de fluorescencia sélo en las cepas que
portaban la cepa que expresa la fusién de promotor (PFU34-¢tcpC) (ratones 3 y 4). Las
suspensiones bacterianas obtenidas de los ratones control, inoculados con la cepa
probidtica transformada con el vector (PFU34), no mostraron emision de fluorescencia
(ratones 1y 2) (FIGURA 5.7).
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FIGURA 5.7. Expresion de tcpC in vivo analizada en muestras de heces y raspado de mucus de
colon e ileon de ratones CD-1 colonizados con las cepas indicadas. Se presentan las imagenes
obtenidas por microscopia de fluorescencia y de contraste de fase. Se muestran imagenes
representativas que corresponden a muestras procedentes de un ratén inoculado con EcN (PFU34)
(control) y de un ratén inoculado con EcN (PFU34-¢tcpC).

De las colonias seleccionadas en placas de LB-ampicilina utilizadas para los recuentos
bacterianos en heces y mucus, se aislé una colonia al azar de cada condiciéon. Para
confirmar que estas colonias correspondian a la cepa EcN inoculada a los ratones, se
llevd a cabo una reaccién de PCR con primers que permitian amplificar un fragmento
de aproximadamente 802 pb, correspondiente a la regidn codificante del gen tcpC
presente en el cromosoma de la cepa EcN portadora de los plasmidos PFU34 o PFU34-
dtcpC (FIGURA 5.8). La amplificacion mediante PCR demostré que todas las colonias
seleccionadas tanto de heces como de mucus correspondian a EcN. Estos resultados
corroboran que las tasas de colonizacion estimadas se deben a las cepas inoculadas a

los ratones y no a componentes de la microbiota intestinal resistentes a ampicilina.

La construccion de la fusion del promotor de tcpC al gen reportero que codifica GFP en
el plasmido PFU34 ha resultado eficaz para el analisis de la expresién de tcpC in vivo en
el tracto gastrointestinal de ratones. Este estudio demuestra la colonizacidn en todos
los ratones con similar nUmero de recuentos bacterianos, del orden de 10° UFC/g de
heces y de 10* UFC/g mucus. Las imagenes de la fluorescencia emitida por bacterias
aisladas de heces y mucus (ileon y colon) de ratones inoculados con la cepa EcN
(PFU34-¢tcpC) demuestran la expresion de tcpC en el tracto intestinal de ratones. La
expresion es independiente de su ubicacién dentro del nicho intestinal, ya que se
observa tanto en las bacterias en transito presentes en las heces, como en las

bacterias adheridas al mucus.
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FIGURA 5.8. Confirmacion mediante PCR de las colonias aisladas de heces y mucus de ratones
inoculados con las cepas indicadas. Amplificacion por PCR de la secuencia interna del gen tcpC con
los primers FW-tcpC (TCGCATGGAAACAGCACCT) y RV-tcpC (CTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC) de las
colonias aisladas en placas LB-ampicilina a partir de heces y mucus de ratones inoculados con la
cepa EcN (PFU34) o EcN (PFU34-¢tcpC). Se indica el tamafio del fragmento amplificado (802 pb). La
cepa EcN se utilizd como control positivo. B: blanco de la reaccién de PCR en ausencia de DNA.

5.1.4. LAS CEPAS ECOR QUE CONTIENEN EL GEN tcpC INCREMENTAN LA RESISTENCIA
TRANSEPITELIAL EN MONOCAPAS DE CELULAS T-84

Estudios previos realizados en el grupo de investigacion habian demostrado que
sobrenadantes concentrados de cultivos de la cepa probidtica EcN en LB tienen un
impacto positivo sobre la TER de monocapas de células epiteliales y previenen la
disrupcién de la barrera epitelial causada por patdgenos (Toloza et al., 2015). Para
evaluar la capacidad de los sobrenadantes de las cepas tcpC-positivas ECOR63 y
ECOR57 para reforzar la barrera epitelial, se incubaron durante 24 horas monocapas
de células T-84 con sobrenadantes libres de células (CF-SN) (2 mg de proteina/ ml)
recogidos de cultivos en medio LB (Método 4.1.7.1) y la TER se midi6 antes y después
del tratamiento. En paralelo se analizaron los CF-SN obtenidos a partir de cultivos de
EcN (control positivo), E. coli HB101 (control negativo) y de la cepa de origen intestinal
ECOR12 (tcpC-negativo) para su comparacion.

Sélo los CF-SN de las cepas EcN, ECOR63 y ECOR57 (tcpC positivas) provocaron un
aumento de la TER, mientras que las muestras procedentes de la cepa de laboratorio
HB101 y de la cepa comensal ECOR12 no promovieron ningun cambio respecto a las
células control (FIGURA 5.9). El incremento en la TER observado en monocapas de
células T-84 incubadas con CF-SN de EcN concuerda con el incremento promovido por
los sobrenadantes concentrados de EcN sobre monocapas de células HT-29/B6
reportado por Hering et al., (2014). Estos autores atribuyeron este incremento a la
proteina TcpC. El incremento en la TER promovido por el sobrenadante de la cepa
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ECOR57 fue del mismo orden que el observado para la cepa EcN, mientras que el
procedente de la cepa ECOR63 mostré una mayor capacidad de refuerzo de la barrera
epitelial.
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FIGURA 5.9. Los sobrenadantes libres de células (CF-SN) de cepas de la Coleccion de Referencia
de Escherichia coli (ECOR) que llevan el gen tcpC aumentan la TER de monocapas de células T-84.
El efecto sobre la TER promovido por los CF-SN de las cepas ECOR indicadas se analizd en
monocapas de células T-84 (9 dias post-confluencia y valores de TER de alrededor de 1000 Q.cmz)
en comparacién con el probidtico EcN y la cepa de laboratorio HB101. Los valores de TER se
midieron antes y después de 24 horas de incubacién con los CF-SN (2 mg/ ml) recogidos de cultivos
en medio LB (n=3, ensayos bioldgicos independientes). Los datos se presentan como porcentaje de
incremento en la TER desde el valor inicial. ? resultados estadisticamente significativos en
comparacién con las células control no tratadas (P < 0,001).

Puesto que la cepa ECOR57 no es de origen humano, se seleccioné la cepa ECOR63

para la realizacién de los posteriores estudios mostrados en esta tesis.

5.2. MODULACION DE LA BARRERA EPITELIAL POR OMVs Y FACTORES
SOLUBLES SECRETADOS POR LAS CEPAS EcN Y ECOR63

5.2.1. EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA ELECTRICA TRANSEPITELIAL DE MONOCAPAS
DE CELULAS T-84

Puesto que no hay informacidn disponible sobre el mecanismo de secrecién de TcpC
(en forma libre o asociada a vesiculas), ni tampoco se logré detectar la presencia de la
proteina con anticuerpos anti-TcpC en las distintas fracciones secretadas, nos

planteamos la construccion de mutantes tcpC knockout de las cepas EcN y ECOR63
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para analizar a que fraccién extracelular (OMVs o factores solubles) esta asociado el
efecto de esta proteina. Dichos mutantes se construyeron por disrupcidon génica
mediante la introduccién de un cassette que confiere resistencia a kanamicina
(tcpC::kan) (Método 4.1.6.2). Se comprobd la correcta insercidn del cassette tcpC::kan
en el genoma de los mutantes obtenidos mediante amplificacién por PCR utilizando
primers especificos de regiones que flanquean el punto de insercién del cassette
(FIGURA 5.10). La amplificacién a partir de las cepas EcN y ECOR63 generd un
fragmento de 0,8 Kb, mientras que en los mutantes obtenidos se obtuvo un unico

producto de mayor tamaiio, en concreto de 2,4 Kb, que confirma la correcta

disrupcion del gen tcpC en su genoma.
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FIGURA 5.10. Confirmacion por PCR de la interrupcion del gen tcpC en los mutantes EcN tcpC::kan
y ECOR63 tcpC::kan. Amplificacion por PCR de las secuencias tcpC con los primers FW-tcpC
(TCGCATGGAAACAGCACCT) y RV-tcpC (CTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC) en las cepas indicadas. Se
indica el tamafo de los productos amplificados. El aumento de 1,6 Kb en el producto de PCR de los
mutantes knockout corresponde al cassette de kanamicina insertado dentro del gen tcpC. El
marcador utilizado es DNA del bacteriéfago lambda digerido con Hindlll.

Estos mutantes, asi como las cepas parentales de tipo salvaje, se cultivaron en medio
LB. Los cultivos se centrifugaron y el sobrenadante se filtrd para eliminar bacterias
residuales y obtener los correspondientes sobrenadantes libres de células (CF-SN). Esta
fraccion CF-SN se centrifugd a 150000 xg durante 1 hora 30 minutos para aislar las
OMVs (ver FIGURA 5.2 y Método 4.1.7.3).

El potencial de estas fracciones para estimular la TER se analizé sobre monocapas de
células T-84 después de 24 horas de incubacion (FIGURA 5.11.A). Con respecto a la
cepa probidtica EcN, la mutacién tcpC disminuyd significativamente la capacidad del
CF-SN (2mg/ml) de aumentar los valores de TER. En contraste, el CF-SN (2 mg/ml) de la
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cepa mutante ECOR63 tcpC aumentd la TER a niveles comparables a la cepa parental
ECORG63.

El andlisis de TER en monocapas incubadas con las OMVs aisladas (0,1 mg/ ml) reveld
la capacidad de las OMVs de EcN y ECOR63 de incrementar la TER, y por tanto de
reforzar la barrera epitelial. Para las OMVs de ambas cepas, este efecto fue
independiente de TcpC.
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FIGURA 5.11. El impacto de EcN y ECOR63 sobre la TER esta mediado por factores secretados y
OMVs. (A) Andlisis de la TER de monocapas de células T-84 (9 dias post-confluencia) después de 24
horas de incubacién con CF-SN (2 mg/ ml) (esta fraccion contiene tanto OMVs como mediadores
secretados de manera soluble) o con OMVs aisladas (0,1 mg/ ml) de cultivos en medio LB de las
cepas tipo salvaje EcN (barras blancas) y ECOR63 (barras grises) y de sus correspondientes
mutantes tcpC (barras punteadas). (B) analisis de la TER de monocapas de células T-84 después de
24 horas de incubacién con COF-SN (0,5 mg/ ml) (esta fraccidn contiene sélo mediadores solubles
liberados) u OMVs aisladas (0,1 mg/ ml) de cultivos exponenciales en medio DMEM, de las mismas
cepas tipo salvaje (barras simples) y mutantes tcpC (barras punteadas). En ambos gréficos, los
datos se presentan como porcentaje del incremento en la TER desde el valor inicial (n=3, ensayos
bioldgicos independientes).  resultados estadisticamente significativos en comparacién con las
células control no tratadas (P < 0,05); ® resultados estadisticamente significativos entre las cepas
mutantes tcpC con respecto a las cepas parentales tipo salvaje (P < 0,002).

Para evitar la interferencia de las proteinas y péptidos presentes en el medio LB en la
cuantificacidon de las muestras CF-SN obtenidas, y con la finalidad de analizar mejor el
efecto sobre la TER de los mediadores solubles secretados por las cepas en estudio, se
llevaron a cabo cultivos de las cepas EcN y ECOR63 tipo salvaje y de sus respectivos
mutantes tcpC en medio DMEM. Después de 8 horas de crecimiento (fase
exponencial), las bacterias fueron eliminadas por centrifugacién y posterior filtracion.
El sobrenadante libre de células (CF-SN) resultante fue concentrado y sometido a
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ultracentrifugacion para aislar las OMVs y obtener los sobrenadantes libres de células
y OMVs (COF-SN) (ver FIGURA 5.2. y Método 4.1.7.2).

Posteriormente, se evalud el potencial de estas fracciones para estimular la TER en
monocapas de células T-84 después de 24 horas de incubacién (FIGURA 5.11.B). Los
resultados obtenidos de la estimulacién con OMVs (0,1 mg/ ml) o con COF-SN (0,5 mg/
ml) recogidos de los cultivos en medio DMEM fueron comparables a los obtenidos con
muestras aisladas de cultivos LB. Solo la mutacién de tcpC en EcN disminuyd
significativamente la capacidad de los COF-SN de reforzar la barrera. En general, estos
resultados indican que tanto factores solubles como factores asociados a vesiculas
median los efectos positivos de EcN y ECOR63 sobre la barrera epitelial, lo que
conduce a un incremento en la TER de la monocapa. También sugieren que la
secrecién de TcpC no estd asociada a las OMVs, y que ademas de TcpC, la cepa
comensal ECOR63 libera otros factores que pueden modular positivamente la

integridad de la barrera epitelial.

El efecto de las fracciones COF-SN y OMVs sobre la TER de monocapas de células T-84
se analizé también después de 3 horas de incubacién. Los resultados mostrados en la
tabla 3 indican que con sélo 3 horas de estimulacidn las fracciones evaluadas son
capaces de promover un aumento significativo en la TER de la monocapa, con respecto

a las células control no tratadas.

TABLA 5.3. Incremento de la TER de monocapas de células T-84 a las 3 horas de incubacién con
COF-SN u OMVs de las cepas EcN y ECOR63. Los valores son la media + SE. ® Resultados
estadisticamente significativos con respecto a las células control sin tratamiento (P < 0,05).

Cepa utilizada Fraccion evaluada TER 3h (% respecto al valor inicial)
EcN COF-SN 24,86+2,6°
ECOR63 COF-SN 28,55+1,9°
EcN OMVs 17,43+2,8°
ECOR63 OMVs 17,80+2,2°

Una vez demostrado que las cepas EcN y ECOR63 secretan factores activos al medio de
cultivo capaces de reforzar la barrera epitelial, nos planteamos analizar la naturaleza
de estos factores secretados de manera soluble. Para ello, como primera aproximacién
se evalud si la aplicacién de un tratamiento térmico intensivo (calentamiento a 95°C
durante 15 minutos) podria anular el efecto de las fracciones COF-SN de ambas cepas,
EcN y ECOR63.
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Los COF-SN inactivados por calor (EcN-i y ECOR63-i) se aplicaron sobre monocapas de
células T-84 y después de 3 horas de incubacidn se evalué el cambio en la TER (FIGURA
5.12). En el caso de la cepa EcN, el tratamiento por calor anulé por completo la
capacidad del COF-SN de incrementar la TER de la monocapa, mientras que en el caso
de la fraccién COF-SN de la cepa ECOR63, este tratamiento solo causd una disminucién
del 50% en su capacidad de refuerzo de la barrera epitelial. Estos resultados sugieren
que el/los factor/es activos secretados por EcN con efectos positivos sobre la
integridad de barrera podrian ser de naturaleza proteica y, probablemente, se trate de
la proteina TcpC. En cuanto a la cepa ECOR63, esta podria liberar otros factores activos
ademas de factores proteicos, lo que podria explicar su capacidad de refuerzo de la
barrera epitelial observada en los ensayos de TER con los COF-SN del mutante ECOR63
tcpC (FIGURA 5.11.B).

Paralelamente se realizaron ensayos de estimulacion de TER a las 3 horas con los COF-
SN de ambas cepas tratadas con proteinasa K (2 mg/ml) durante 2 horas a 37°C, para
asegurar la degradacién de las proteinas presentes. Los resultados de incremento de
TER con los COF-SN (0,5 mg/ ml) tratados con proteinasa K fueron comparables a los
inactivados por calor (resultados no mostrados).
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FIGURA 5.12. La inactivacion por calor de la fraccion COF-SN de las cepas EcN y ECOR63 reduce su
actividad de refuerzo de la barrera epitelial. Andlisis de la TER de monocapas de células T-84 (9
dias post-confluencia) después de 3 horas de incubacion con COF-SN (0,5 mg/ ml) de cultivos en
medio DMEM de las cepas EcN (barras blancas) y ECOR63 (barras grises) y de sus correspondientes
COF-SN inactivados por calor a 95°C por 15 minutos (EcN-i y ECOR63-i) (barras rayadas). Los datos
se presentan como porcentaje del incremento en la TER desde el valor inicial (n=3, ensayos
bioldgicos independientes).  resultados estadisticamente significativos en comparacién con las
células control no tratadas (P = 0,000); ® resultados estadisticamente significativos entre los COF-SN
inactivados por calor con respecto a los COF-SN nativos (P < 0,05).
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Por ultimo, se analiz6 si el efecto de las fracciones bacterianas COF-SN y OMVs sobre el
reforzamiento de la barrera epitelial dependia de la sefializacion mediada por la ERK
1/2 (extracelular signal regulated kinase). Previamente, Hering et al.,, (2014)
describieron que los sobrenadantes de cultivos de EcN, y particularmente la proteina
TcpC, son capaces de promover la fosforilaciéon de ERK 1/2, siendo esta sefial, al menos
en parte, responsable del incremento de la TER en monocapas de células HT-29/B6.

Para ello, los ensayos de TER se llevaron a cabo en monocapas de T-84 pre-incubadas
con el inhibidor U0126 (25 uM durante 15 minutos), un inhibidor especifico de la
fosforilaciéon de ERK 1/2. Después del pretratamiento se estimularon las monocapas
celulares con COF-SN (0,5 mg/ ml) y OMVS (0,1 mg/ ml) de EcN y ECOR63, durante 3
horas (FIGURA 5.13). Como control se estimularon en paralelo monocapas de células T-
84 en ausencia de inhibidor.
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FIGURA 5.13. El inhibidor de ERK 1/2 (U0126) anula el efecto positivo que ejercen los factores
secretados de EcN y ECOR63 sobre la TER. El efecto sobre la TER de los COF-SN y las OMVs de EcN
(barras blancas) y ECOR63 (barras grises) se analizd en monocapas de células T-84 (9 dias post-
confluencia) previamente tratadas con el inhibidor U0126 (25 uM, 15 minutos) (barras punteadas).
Células sin inhibidor estimuladas con las fracciones secretadas, se procesaron en paralelo como
control positivo (barras lisas). Los valores de TER se midieron antes y después de las 3 horas de
tratamiento con COF-SN (0,5 mg/ml) u OMVs (0,1 mg/ml) obtenidos a partir de cultivos de las
cepas indicadas en medio DMEM (n=3, ensayos bioldgicos independientes). Los datos se presentan
como porcentaje de cambio en la TER desde el valor inicial. ® resultados estadisticamente
significativos en comparaciéon con las células control no tratadas (P < 0,01); ® resultados
estadisticamente significativos entre células tratadas con el inhibidor en comparacién con células
estimuladas en ausencia de inhibidor (P < 0,05).
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Para ambas cepas, el incremento en la TER promovido por las OMVs se vio
completamente anulado en presencia del inhibidor de ERK 1/2, lo que indica que el
efecto de las OMVs sobre el refuerzo de la barrera epitelial depende de esta via de
sefializacion. Respecto a la fraccidn secretada COF-SN, la inhibicién de la actividad de
ERK 1/2 también comporté una drastica reduccion en la actividad de estas fracciones,
siendo los niveles de TER similares a los de las células control. Sin embargo, en este
caso se aprecian ligeras diferencias entre cepas. En presencia del inhibidor U0126, el
COF-SN de ECOR63 retiene todavia una cierta capacidad de incrementar la TER,
aunque los datos no son estadisticamente significativos. Estos resultados sugieren que
los COF-SN y las OMVs de EcN y ECOR63 tienen la capacidad de reforzar la barrera
epitelial mediante la via de sefializacién de ERK 1/2.

5.2.2. ANALISIS POR RT-gPCR DE LA EXPRESION DE PROTEINAS DE TJ EN CELULAS T-
84 Y Caco-2

El incremento de la TER promovido por estas fracciones extracelulares procedentes de
las cepas en estudio sugeria cambios en las proteinas que constituyen las TJ. Como
primera aproximacion se analizé la expresidn de genes que codifican varias proteinas
de TJ relevantes para la funcidén de barrera. En este estudio se incluyeron proteinas TJ
conocidas por ser reguladas por el probidtico EcN, tales como Z0-1, ZO-2 y claudina-14
(Ukena et al., 2007; Zyrek et al., 2007; Hering et al., 2014), asi como otras proteinas
reguladas por otras cepas bacterianas (patégenas o probidticas) como la ocludina,

claudina-1vy claudina-2.

Las monocapas T-84 con 9 dias de cultivo después de llegar a confluencia, se
estimularon apicalmente durante 4 horas con OMVs (0,1 mg/ ml) o con COF-SN (0,5
mg/ ml) obtenidos a partir de cultivos exponenciales en medio DMEM de las dos cepas
tipo salvaje EcN y ECOR63 y de sus respectivos mutantes tcpC. Monocapas de células
T-84 no tratadas se utilizaron como control. Los niveles relativos de mRNA de las
proteinas TJ evaluadas se cuantificaron mediante RT-qPCR (FIGURA 5.14.A). Los
resultados obtenidos muestran la regulacion transcripcional de ZO-1, claudina-2 y
claudina-14 por los dos tipos de fracciones bacterianas (OMVs y COF-SN) tanto de EcN
como de ECOR63. Especificamente, dichas fracciones promovieron la regulacién
positiva de ZO-1 y claudina-14, y por el contrario, causaron una reduccion significativa
del mRNA de claudina-2 (FIGURA 5.14.A, barras en color blanco y gris). Respecto a ZO-
2, ocludina y claudina-1, no se observaron cambios significativos bajo ninguna
condicidn. Los niveles relativos de mRNA en monocapas incubadas con OMVs o COF-

SN se mantuvieron similares a los de las células control.
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(A) Células T-84
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FIGURA 5.14. Efecto de las fracciones secretadas (COF-SN y OMVs) sobre la expresion de
proteinas de Tight junctions en las lineas celulares de epitelio intestinal (A) T-84 y (B) Caco-2. Las
monocapas de células se incubaron durante 4 horas con COF-SN (0,5 mg/ ml) u OMVs (0,1 mg / ml)
de EcN (barras blancas), EcN tcpC::kan (barras blancas punteadas), ECOR63 (barras grises) o
ECOR63 tcpC::kan (barras grises punteadas). Los niveles relativos de mRNA de las proteinas
indicadas se determinaron mediante RT-qPCR, utilizando B-actina como gen de referencia. Los
datos se presentan como cambios en el nivel de mRNA en comparacidn con células control no
tratadas (n=3, ensayos bioldgicos independientes). ? resultados estadisticamente significativos
frente a las células control no tratadas (P < 0,04); ® resultados estadisticamente significativos entre
el mutante tcpCy su cepa parental tipo salvaje (P < 0,02).

En cuanto al efecto de los COF-SN, la regulacidn positiva de ZO-1 y claudina-14 fue casi
suprimida por la deficiencia de TcpC en EcN, y disminuyd significativamente en el caso
del mutante ECOR63 tcpC (FIGURA 5.14.A, barras punteadas). Estos resultados
muestran que TcpC contribuye a la regulacién transcripcional de ZO-1 y claudina-14, y
ademas sugieren que otros factores secretados por ECOR63 pueden también
contribuir a esta regulacién. Por otra parte, la deficiencia de TcpC no comportd
cambios significativos en los niveles de mRNA de claudina-2 en comparacion con las
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células T-84 incubadas con los sobrenadantes de las cepas ECN y ECOR63 tipo salvaje,
descartando asi la contribucion de TcpC en el control transcripcional de claudina-2.
Con respecto a las OMVs de los mutantes tcpC, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de mRNA de Z0O-1, claudina-2 y claudina-14 entre las células
estimuladas con las OMVs aisladas de las cepas de tipo salvaje o de los mutantes tcpC
(FIGURA 5.14.A).

Con la finalidad de confirmar el perfil de regulacidn mediado por las fracciones COF-SN
y OMVs de EcN y ECOR63 en otra linea celular de epitelio intestinal, se analizé la
expresion de las mismas proteinas TJ en monocapas de células Caco-2. En general, los
resultados muestran un patron de expresion similar, es decir, una regulacion positiva
de ZO-1 y claudina-14, y regulacion negativa de claudina-2 (FIGURA 5.14.B). Al igual
gue en las células T-84, la regulacion transcripcional de estas proteinas mediada por
las OMVs no se vié afectada por la mutacion tcpC, pero se observé que los niveles de
MRNA de ZO-1 vy claudina-14 fueron inferiores en las células Caco-2.

En cuanto a los estimulos con los COF-SN, la expresién de ZO-1 y claudina-2 siguid el
mismo patrén que en las células T-84. Sin embargo, el incremento promovido por los
COF-SN de ECOR63 y ECOR63 tcpC en la expresion de ZO-1 era claramente inferior en
las células Caco-2 que en la linea celular T-84, con niveles relativos de mRNA que eran
alrededor del 50% de los alcanzados en T-84. Precisamente esta menor respuesta de
las células Caco-2 a los COF-SN de ECOR63 podria explicar la falta de induccion de
claudina-14 en esta linea celular. Si consideramos una reduccién del 50% en los niveles
relativos de mRNA de claudina-14 observados en las células T-84 estimuladas con los
COF-SN de ECOR63 (FIGURA 5.13.A) se puede deducir que en las células Caco-2 los
niveles de mRNA de claudina-14 estén cercanos a los de las células no tratadas
(FIGURA 5.14.B).

5.2.3. ANALISIS POR WESTERN BLOT DE PROTEINAS DE TJ EN CELULAS T-84

A modo de confirmar los resultados obtenidos en la modulacién de la expresién de
proteinas de TJ por los COF-SN y las OMVs de EcN, ECOR63 y sus respectivos mutantes
tcpC, se realizaron ensayos de Western blot (Método 4.3.5) para evaluar a nivel de
proteina la regulacién de ZO-1 y claudina-2. La expresién de ocludina se analizé en

paralelo como control de una proteina no regulada.

La inmunodeteccién por Western blot se realizd a partir de extractos obtenidos de
monocapas de células T-84 incubadas durante 24 horas con las fracciones

extracelulares de las cepas tipo salvaje y mutantes tcpC derivados, asi como de células
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T-84 control no tratadas (FIGURA 5.15.A).
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FIGURA 5.15. Andlisis por Western blot de proteinas TJ en monocapas de células T-84 tratadas
con COF-SN u OMVs de las cepas bacterianas indicadas. Las monocapas de células se incubaron
durante 24 horas con COF-SN (0,5 mg/ml) u OMVs (0,1 mg/ml) de EcN (barras blancas), EcN
tcpC::kan (barras blancas punteadas), ECOR63 (barras grises) o ECOR63 tcpC::kan (barras grises
punteadas). Las proteinas ZO-1, ocludina y claudina-2 fueron inmunodetectadas con anticuerpos
especificos. (A) Se muestran imagenes de Western blot representativos de tres experimentos
independientes. (B) Cuantificacion por densitometria de las bandas inmunodetectadas (n=3,
ensayos bioldgicos independientes). Los valores se normalizaron con respecto a B-actina. Los
valores normalizados de las células control no tratadas se establecieron como el 100% y se indican
con una linea discontinua. ° resultados estadisticamente significativos frente a las células control no
tratadas (P < 0,04); ® resultados estadisticamente significativos entre el mutante tcpC y su cepa
parental tipo salvaje (P = 0,001).

La cuantificacion de la intensidad de las bandas por densitometria y su normalizacion
con respecto a la expresion de la proteina B-actina confirmé los resultados de RT-
gPCR. Asi, se confirmd la regulacion negativa de claudina-2 en todas las muestras
evaluadas, con una reduccion en los niveles de proteina entre el 30 y 40 % con
respecto al nivel de expresién de las células control no tratadas (FIGURA 5.15.B).
Referente a la regulacion de ZO-1, se confirmé que la activacién mediada por OMVs es
independiente de TcpC, mientras que la mediada por COF-SN se ve reducida cuando
estos sobrenadantes se obtienen de cultivos de los mutantes deficientes en TcpC. En
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las células incubadas con el COF-SN del mutante EcN tcpC, los niveles de proteina ZO-1
no difirieron significativamente de los de las células control no tratadas. Y aunque los
niveles de ZO-1 alcanzados tras la estimulacién con sobrenadantes del mutante
ECOR63 tcpC eran ligeramente inferiores a los de las células incubadas con los
sobrenadantes de la cepa ECORG63 tipo salvaje, la diferencia no fue estadisticamente

significativa.

Por ultimo, la cuantificacion de los niveles de ocludina confirmdé la ausencia de
regulacion de esta proteina, cuya expresidn permanecio similar a la de las monocapas
no tratadas, independientemente del tratamiento con cualquiera de las fracciones

extracelulares de las cepas analizadas.

5.2.4. ANALISIS DE LA EXPRESION Y DISTRIBUCION SUBCELULAR DE PROTEINAS DE TJ
POR MICROSCOPIA CONFOCAL

El impacto de TcpC, las OMVs y otros factores solubles secretados por la cepa
probidtica EcN y la cepa comensal ECOR63 sobre las TJ fue también evaluado mediante
marcaje de las proteinas por inmunofluorescencia y visualizacion por microscopia
confocal (Método 4.4.3). Esta metodologia permite analizar tanto la expresién como la
localizacion subcelular de las proteinas. En este trabajo, este analisis se llevé a cabo
para las proteinas ZO-1 y claudina-2. La ocludina se analizé en paralelo como control
de una proteina no regulada. El marcaje por inmunofluorescencia se realizé en células
Caco-2 alos 5y 7 dias después de su siembra. Después de fijar las células epiteliales las
proteinas se marcaron con anticuerpos especificos tal como se detalla en el apartado
Método 4.4.2. Como se muestra en la Figura 5.16 la deteccidn de ocludina y ZO-1 se
localizd en la membrana celular mientras que la claudina-2 se localizé principalmente
en el citoplasma. Dado que este analisis se realizé en células cultivadas durante 7 dias,
esta observacion es consistente con los resultados presentados por Fischer et al.,
(2014) referentes al analisis por inmunofluorescencia de claudina-2 a lo largo del
periodo de diferenciacién de células Caco-2. A los tres 3 dias de diferenciacién la sefal
de claudina-2 parecia estar distribuida difusamente en el citoplasma, mientras que la
localizaciéon progresiva de claudina-2 hacia la zona de las TJ (asociada a la membrana
celular) se producia a medida que avanzaba el estado de diferenciacion de la

monocapa, siendo el tiempo éptimo cercano a los 21 dias (Fischer et al., 2014).
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Células Caco-2

Ocludina 20-1 Caludina-2

FIGURA 5.16. Marcaje por inmunofluorescencia de las proteinas de Tight Junction ocludina, ZO-1
y claudina-2 en células Caco-2. La inmunodeteccion de las proteinas TJ en células Caco-2 alos 5y 7
dias después de su siembra, ubicé a la ocludina (izquierda, color rojo) y a la ZO-1 (centro, color
verde) en la membrana celular, mientras que la claudina-2 (derecha, color violeta) se localizé en el
citoplasma. Los nucleos tefiidos con DAPI se muestran en color azul. Escala de la barra de
calibracién, 20 pm.

Para analizar el efecto de las fracciones bacterianas secretadas, se incubaron
monocapas de células Caco-2 con COF-SN u OMVs aisladas de las cepas EcN y ECOR63
tipo salvaje y de los mutantes tcpC derivados. En paralelo se llevaron a cabo
incubaciones con las fracciones obtenidas de cultivos de la cepa ECOR12, como control
de una cepa comensal que no presenta la capacidad de reforzar la barrera epitelial
(apartado 5.1.4). Después de 24 horas de incubacién las células se fijaron y procesaron
para la inmunodeteccion de las proteinas ZO-1, claudina-2 y ocludina mediante

microscopia confocal de fluorescencia.

En la Figura 5.17 se muestran imdagenes representativas del marcaje de ocludina y
claudina-2, y en la figura 5.18 se muestran las imagenes representativas del marcaje de
Z0-1. Todas las imagenes se codificaron con los colores arbitrarios del estilo Fire
(software Fiji), para percibir la intensidad de fluorescencia emitida segun la tabla de

calibracion de fluorescencia mostrada a la derecha de las imagenes.

Como se esperaba, no se observaron diferencias en la sefial de fluorescencia emitida
en ninguna de las tres proteinas analizadas en células tratadas con las muestras de
ECOR12, con respecto a las células control no tratadas. En cuanto a los resultados
obtenidos en las células incubadas con las muestras de las fracciones extracelulares de
EcN y ECOR63, éstos se correlacionan con los resultados de expresion a nivel de mRNA
(RT-gPCR) y de proteina (Western blot). Consistentemente, no se observaron cambios
significativos en la expresion de ocludina, mientras que la sefial de claudina-2 se redujo
significativamente en las células tratadas con COF-SN u OMVs aisladas de EcN y
ECOR63, independientemente de si eran cepas positivas o negativas para TcpC
(FIGURA 5.17).
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FIGURA 5.17. Marcaje por inmunofluorescencia de ocludina y claudina-2 en células Caco-2
tratadas durante 24 horas con COF-SN o con OMVs de las cepas bacterianas indicadas. La
inmunotincién de occludina (izquierda) y claudina-2 (derecha) se Illevé a cabo en células Caco-2 a
los 5y 7 dias respectivamente, después de su siembra (n=3, ensayos bioldgicos independientes).
Las imagenes estan codificadas por los colores arbitrarios del estilo Fire y la barra de calibracion de
fluorescencia se muestra a la derecha. Escala de la barra de calibracién, 20 pum.
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Con respecto a la proteina ZO-1, ésta fue regulada positivamente. Las imdagenes de
microscopia mostraron un aumento de la sefal fluorescente en los limites celulares de
las monocapas de Caco-2 tratadas con COF-SN de las cepas EcN o ECOR63 tipo salvaje,
mientras que este aumento no fue evidente en células incubadas con los COF-SN de
los mutantes tcpC derivados. En este caso, las sefiales de ZO-1 eran similares a las de
las células control no tratadas o a las de células tratadas con los COF-SN de ECOR12.
(FIGURA 5.18.A).

Las OMVs aisladas de EcN y ECOR63 también promovieron un aumento significativo en
la sefial fluorescente periférica correspondiente a ZO-1, y este efecto no fue anulado
por la mutacién de tcpC (FIGURA 5.18.A).

Ademas, la sefal de ZO-1 se cuantificdé en la zona de TJ, tal como se describe en el
apartado de Método 4.4.3 y se ilustra en la figura 4.6. Los resultados (FIGURA 5.18.B)
revelan un aumento estadisticamente significativo de la intensidad media de la
fluorescencia de Z0O-1 asociada a la membrana celular después del tratamiento con
COF-SN de EcN y de ECOR63, pero no después de la incubacidon con COF-SN de las
cepas mutantes tcpC (datos obtenidos de cinco ensayos bioldgicos independientes, el
total de células analizadas en cada experimento fue de 94 + 6,16).

El analisis de cuantificacion también confirmé que el aumento de ZO-1 inducido por las
OMVs de EcN y de ECOR63 fue independiente de TcpC (datos obtenidos de tres
ensayos bioldgicos independientes, la media de las células totales analizadas en cada
experimento fue de 104 + 15,30).

La cuantificacion de la sefial de fluorescencia de la proteina ocludina no registré
cambios significativos entre las células tratadas y las no tratadas. Los datos obtenidos
de tres experimentos independientes con una media de 127,26 + 28,43 células
analizadas por experimento, mostrd una intensidad media de la fluorescencia de
alrededor de 500-600 unidades de intensidad relativa (IU) en todas las condiciones
ensayadas (datos no mostrados).
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FIGURA 5.18. Tincion por inmunofluorescencia de Z0-1 en células Caco-2 tratadas durante 24
horas con COF-SN o OMVs de las cepas bacterianas indicadas. (A) La inmunotincién de ZO-1 se
llevé a cabo en células Caco-2 a los 5 dias después de su siembra. Las imagenes estan codificadas
por los colores arbitrarios del estilo Fire y la barra de calibracién de fluorescencia se muestra a la
derecha. Escala de la barra de calibracidn, 20 um. (B) Cuantificacién de la intensidad media de la
fluorescencia emitida del marcaje de ZO-1 acotada en la zona de las Tight Junctions (ver Método
4.4.3 para detalles del trazado y procesamiento de las imagenes). Los datos se presentan como la
media + SE de unidades de intensidad relativa (IU) (n=5 ensayos bioldgicos independientes para
células tratadas con COF-SN y n=3 ensayos bioldgicos independientes para células tratadas con
OMVs). ? resultados estadisticamente significativos frente a las células control no tratadas (P
<0,015); ® resultados estadisticamente significativos entre el mutante tcpC y su cepa parental tipo
salvaje (P < 0.05).
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5.3. PROTECCION DE LA BARRERA EPITELIAL FRENTE AL DANO CAUSADO POR
ENTEROPATOGENOS MEDIANTE OMVs y FACTORES SOLUBLES SECRETADOS
DE EcN Y ECOR63

Ya que los resultados presentados demuestran que tanto la cepa probidtica EcN como
la comensal ECOR63 secretan factores, ya sea liberados en forma soluble o asociados a
OMVs, con capacidad de reforzar la funcién de barrera de monocapas de células
epiteliales, nos planteamos evaluar la capacidad de dichas fracciones de proteger la
barrera epitelial en un modelo de barrera dafiada por infeccidn con la cepa E. coli

enteropatogena (EPEC).

EPEC es un patdégeno entérico no invasivo de gran importancia médica ya que causa
diarrea aguda infantil, siendo una de las principales causas de millones de muertes
cada afio en los paises en desarrollo. Este patdégeno altera la barrera a través de su
unién a las células epiteliales del intestino, donde inyecta proteinas (factores de
virulencia, también llamados efectores) directamente del citoplasma bacteriano al
citoplasma de la célula huésped a través del sistema de secrecion T3SS. Los efectores
desempefian un papel relevante en la manipulacién de las funciones de la célula diana
modificando o bloqueando las vias de sefalizacién celular. Estos efectores también
alteran ciertas estructuras celulares como son el citoesqueleto de actina, la red de
microtubulos para el trafico vesicular y las conexiones entre proteinas de TJ. De esta
manera compromete la integridad de la barrera epitelial e induce varios fenotipos,
entre los que se encuentra la alteracion de la permeabilidad paracelular del epitelio
intestinal, que finalmente conduce a la diarrea (Suzuki, 2013; Weflen et al., 2009;
Ugalde-Silva et al., 2016).

Esta nueva aproximacion se realizd en monocapas de células T-84 infectadas con EPEC
a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 100 en ausencia y presencia de OMVs o COF-
SN de EcN y ECOR63. La respuesta se evalud mediante ensayos de TER, analisis de la
expresion de proteinas de TJ por RT-gPCR y andlisis de la redistribucién de proteinas
de TJ mediante microscopia confocal.

5.3.1. EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA ELECTRICA TRANSEPITELIAL EN UN MODELO DE
BARRERA EPITELIAL DANADA POR EPEC

Estudios previamente realizados en nuestro grupo (Toloza et al., 2015) demostraron
gue los sobrenadantes obtenidos del cultivo de la cepa probidtica EcN son capaces de
prevenir la disrupcién de la barrera de monocapas de células Caco-2 sometidas a la

infeccidn con EPEC, indicando que el efecto protector podria atribuirse a un factor
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secretado.

Por lo tanto, una vez que en este trabajo se comprobé el potencial de los COF-SN vy las
OMVs de EcN y de ECOR63 para estimular un aumento de la TER, se analizo si dichas
fracciones mantenian la capacidad de evitar la disminucion de TER provocada por la
infeccion de EPEC. Para ello, se infectaron apicalmente monocapas T-84 crecidas en
placas transwell (9 dias de cultivo después de llegar a confluencia) con EPEC a una MOI
de 100 durante 3 horas. En paralelo se infectaron monocapas T-84 con EPEC (MOI 100)
en presencia de OMVs (0,1 mg/ ml) o de COF-SN (0,5 mg/ ml) obtenidos a partir de las
cepas EcN y ECOR63. Las monocapas de células no tratadas se utilizaron como control
(FIGURA 5.19).

= 10 -

S

£ T === [ _J ==
= | b b b b
o -10

[]

S

©

o i

£ 30

[}

Q.

7]

g 4 a

&\c' -50

N =

G ] EPEC +

g 70

EPEC EcN  ECOR63 EcN  ECOR63

COF-SN OMVs

FIGURA 5.19. Los COF-SN y OMVs de EcN y ECOR63 evitan la disminucién de la TER en monocapas
de células T-84 infectadas con EPEC. El efecto sobre la TER de los COF-SN y las OMVs de las cepas
indicadas se analizé en monocapas T-84 infectadas con EPEC a una multiplicidad de infeccion (MOI)
de 100. Los valores de TER se midieron antes y después de las 3 horas de infeccion en presencia de
COF-SN (0,5 mg/ ml) u OMVs (0,1 mg/ ml) obtenidos a partir de cultivos de las cepas EcN y ECOR63
en medio DMEM (n=3, ensayos bioldgicos independientes). Los datos se presentan como
porcentaje de cambio en la TER desde el valor inicial. ° resultados estadisticamente significativos
en comparacion con las células control no tratadas (P < 0,001). ® resultados estadisticamente
significativos en comparacion con las células infectadas solo con EPEC (P < 0.005).

La infeccién con EPEC provocd una disminucidn de cerca del 50% en los valores de TER
de la monocapa con respecto a las células control no tratadas. Sin embrago, cuando la
infeccion de EPEC se realizd en presencia de los COF-SN o de las OMVs tanto de EcN
como de ECOR63, la reduccidon en la TER causada por EPEC fue neutralizada,
permaneciendo los niveles de TER sin cambios significativos respecto a las células
control no infectadas. En general, estos resultados indican que EPEC altera la
permeabilidad paracelular de las monocapas de células T-84, sin embargo, las
fracciones secretadas (COF-SN y OMVS) de EcN y de ECOR63 son capaces de evitar o
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compensar la alteracién en la barrera epitelial.

Finalmente, se analizé la implicacién de la via de ERK en la modulaciéon de la TER
mediada por las fracciones secretadas en este modelo de barrera epitelial dafiada por
EPEC. De manera andloga a la aproximacion llevada a cabo en condiciones de barrera
intacta (apartado 5.2.1), ERK 1/2 fue inhibida mediante preincubacion de las
monocapas de células T-84 con el inhibidor U0126 (25 uM durante 15 minutos).
Después del pretratamiento se infectaron las monocapas con EPEC (MOI 100) en
ausencia o presencia de los COF-SN (0,5 mg/m) y OMVS (0,1 mg/ml) de EcN y ECOR63,
durante 3 horas (FIGURA 5.20).
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FIGURA 5.20. El inhibidor de ERK 1/2 (U0126) anula el efecto protector de los COF-SN y OMVs de
EcN y ECOR63 sobre la disminucion de la TER en monocapas de células T-84 infectadas con EPEC.
El efecto sobre la TER por la infeccion con EPEC a una MOI de 100 (barra gris obscuro) en ausencia
o presencia de los COF-SN y las OMVs de las cepas EcN (barras blancas) y ECOR63 (barras gris claro)
se analizé en monocapas T-84 previamente tratadas con el inhibidor de la fosforilacion de ERK 1/2
U0126 (25 uM, 15 minutos). Los valores de TER se midieron antes y después de las 3 horas de
infeccidn en ausencia o presencia de COF-SN (0,5 mg/ ml) u OMVs (0,1 mg/ ml) obtenidos a partir
de cultivos de las cepas indicadas en medio DMEM (n=3, ensayos bioldgicos independientes). Los
datos se presentan como porcentaje de cambio en la TER desde el valor inicial. 2 resultados
estadisticamente significativos en comparacién con las células control no tratadas (P < 0,05). En las
monocapas tratadas con el inhibidor U0126 no se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos entre las células infectadas con EPEC en presencia o ausencia de las fracciones
bacterianas secretadas.

La inhibicion de la actividad de ERK 1/2 no evité la disminucién de la TER (de mas del
30%) promovida por EPEC. Sin embargo, esta disminucién fue menos pronunciada en
comparacion con los ensayos de infeccién sin inhibidor donde EPEC provocé una
reduccion de TER de cerca de 50% (FIGURA 5.19). Por otra parte, en presencia del
inhibidor U0126, los factores secretados (COF-SN y OMVs) tanto de EcN como de
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ECOR63 no pudieron compensar o neutralizar la disminucidon de la TER causada por
EPEC. Estos resultados refuerzan los obtenidos en condiciones de barrera intacta (ver
FIGURA 5.13) e indican que el refuerzo de la barrera epitelial promovido por factores
secretados por EcN y ECOR63, ya sea de forma soluble (COF-SN) o asociados a
vesiculas (OMVs) depende de la sefializacion de ERK 1/2.

5.3.2. ANALISIS POR RT-qPCR DE LA EXPRESION DE PROTEINAS DE TJ EN UN MODELO
DE BARRERA EPITELIAL DANADA CON EPEC

En cuanto a la expresion de las proteinas de TJ relevantes para la funcidén de barrera en
monocapas de células T-84, habiamos comprobado que en condiciones de una barrera
intacta, tanto los COF-SN como las OMVs de EcN y de ECOR63 promovian un
incremento de la expresion de ZO-1 y claudina-14, al mismo tiempo que causaban una
disminucion de claudina-2. Sin embargo, en un modelo de epitelio dafiado por la
infeccidn con EPEC el perfil de regulacion de la TJ podria verse modificado, sobre todo,
teniendo en cuenta que la infeccidn con EPEC causa una disminucion significativa en la
TER. Ademas, hay que considerar que EPEC puede alterar otras proteinas no reguladas
por ECN o ECOR63. Por esta razon se analizaron los cambios en la expresion de las
cinco proteinas de TJ previamente evaluadas, ZO-1, ZO-2, ocludina, claudina-1,
claudina-2 y claudina-14 en monocapas de células T-84 tras la infeccién con EPEC.
Asimismo, se evaluaron los cambios en la expresidon de estas proteinas en monocapas
sometidas a infeccion con EPEC en presencia de COF-SN u OMVs de ambas cepas, para
confirmar si la proteccién mediada por dichas fracciones, observada indirectamente a
través de la TER, correlacionaba con cambios en los niveles de expresién génica de las

proteinas TJ alteradas.

Las monocapas T-84 (con 9 dias de cultivo después de llegar a confluencia) se
infectaron con EPEC a una MOI de 100 durante 3 horas. Por otra parte, se estimularon
monocapas T-84 infectadas con EPEC (MOI 100) en presencia de OMVs (0,1 mg/ ml) o
COF-SN (0,5 mg/ ml). Las monocapas T-84 no tratadas se utilizaron como control. Los
niveles relativos de mRNA de las proteinas TJ se determinaron mediante RT-qPCR,
utilizando el gen de B-actina como referencia (FIGURA 5.21).

Los resultados obtenidos muestran que la infeccion con EPEC provocd una disminucion
de alrededor un 50% en los niveles de RNAm de ZO-1, ZO-2, ocludina, claudina-2 y
claudina-14 (FIGURA 5.20, barras gris obscuro). Respecto a claudina-1, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto a células T-84

control, no sometidas a infeccidn.
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Sin embargo, la infeccién de EPEC en presencia de ambas fracciones bacterianas
(OMVs y COF-SN) tanto de EcN (barras blancas) como de ECOR63 (barras gris claro),
contrarresto la reduccién en la expresién de ocludina y claudina-14, manteniendo los
niveles de expresidn cercanos a los de las de las células control (no infectadas). No se
observaron diferencias significativas entre las muestras procedentes de la cepa
probidtica y de la cepa comensal respecto a su efecto de proteccidon de ocludina y
claudina-14. Por el contrario, ninguna de las fracciones bacterianas estudiadas
consiguid revertir o evitar la regulacién negativa de ZO-1, ZO-2 y claudina-2 causada
por la infeccion de EPEC.
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FIGURA 5.21. Efecto de las fracciones secretadas (COF-SN y OMVs) de EcN y ECOR63 sobre la
expresion de proteinas de Tight junctions en monocapas T-84 infectadas con EPEC. Las
monocapas de células T-84 se incubaron durante 3 horas con EPEC a una MOI de 100 (barras gris
obscuro). Infecciones paralelas se llevaron a cabo en presencia de COF-SN (0,5 mg/ ml) u OMVs (0,1
mg / ml) de EcN (barras blancas) o ECOR63 (barras gris claro). Los niveles relativos de mRNA de las
proteinas indicadas se determinaron mediante RT-gPCR utilizando p-actina como gen de
referencia. Los datos se presentan como cambios en el nivel de mRNA en comparacion con células
control no tratadas (linea punteada) (n=3, ensayos bioldgicos independientes). ® resultados
estadisticamente significativos frente a las células control no tratadas (P < 0,05); ® resultados
estadisticamente significativos con respecto a células incubadas Unicamente con EPEC (P < 0,04).

De manera general, estos resultados indican que tanto las OMVs como los COF-SN de
EcN y ECOR63 compensan la regulacion negativa de ocludina y claudina-14 causadas
por EPEC. Este efecto podria, al menos en parte, explicar la proteccién observada en
los ensayos de TER (FIGURA 5.19).
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5.3.3. ANALISIS POR MICROSCOPIA CONFOCAL DE LA REDISTRIBUCION SUBCELULAR
DE PROTEINAS DE TJ EN UN MODELO DE BARRERA EPITELIAL DANADA CON EPEC

Aunque a nivel de mRNA los COF-SN y las OMVs de EcN y de ECOR63 no evitaron la
reduccion de la expresidn de ZO-1 y ZO-2 causada por EPEC, se realizd un estudio de
estas proteinas de TJ mediante marcaje por inmunofluorescencia y microscopia
confocal, con la finalidad de investigar si dichas fracciones presentaban un efecto
protector a nivel de su distribucidn subcelular. Asimismo, se analizd la localizacion
subcelular de ocludina en células infectadas con EPEC en ausencia o en presencia de
las fracciones evaluadas (COF-SN y OMVs de ambas cepas), con el objetivo de
confirmar que la proteccion observada a nivel de expresidon del mRNA correlacionaba
con una mayor expresion de esta proteina en las células incubadas con COF-SN y
OMVs.

Para el estudio de la localizacién y reorganizacion subcelular de las TJ, se incubaron
monocapas de células Caco-2 (a los 5y 7 dias después de su siembra) con EPEC a una
MOI de 100 durante 2 horas como control de los efectos causados por este patégeno.
Al mismo tiempo se incubaron monocapas de células Caco-2 infectadas con EPEC en
presencia de COF-SN (0,5 mg/ml) o de OMVs (0,1 mg/ml) de EcN y de ECOR63 para el
analisis del efecto de estas fracciones. En paralelo se procesaron como control células
Caco-2 no tratadas. Para el marcaje por inmunofluorescencia, las muestras celulares se
fijaron y marcaron con anticuerpos especificos contra las proteinas ZO-1, ZO-2 y
ocludina tal como se describe en el apartado Método 4.4.2. No fue posible realizar el
marcaje de la proteina claudina-14, probablemente a que el anticuerpo utilizado no
detecto la isoforma de esta proteina presente en nuestras muestras. Segun la
informacién consultada en UniProt (www.uniprot.org), claudina-14 es una proteina

gue cuenta con mas de 7 isoformas derivadas por splicing alternativos.

En todas las muestras de células T-84 infectadas con EPEC, se observaron
reordenamientos y distribuciones alteradas de las proteinas ZO-1, ZO-2 y ocludina, con
respecto a las células control. En la figura 5.22 se muestran las imagenes
representativas de ZO-1 y ocludina, obtenidas en este estudio. La sefial de ZO-1 se
encontraba principalmente localizada en las membranas celulares de las monocapas
control. En células infectadas con EPEC, el patdgeno provocd que Z0-1 se
redistribuyera hacia el citoplasma celular. Sin embargo, de manera contraria a los
resultados obtenidos en el andlisis mediante RT-qPCR, las fracciones evaluadas (COF-
SN y OMVs de EcN y ECOR63) si mostraron un claro potencial de suprimir este efecto
de EPEC, manteniendo la localizacion normal de Z0O-1 anclada a las membranas
celulares. Consistentemente con los datos obtenidos en el andlisis de expresidn, no se

observaron cambios significativos sobre la localizacion de ZO-2 entre las monocapas
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infectadas con EPEC y las que presentaban ademas tratamiento con las fracciones COF-
SN y OMVs de ambas cepas (resultados no mostrados).
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FIGURA 5.22. Tincién por inmunofluorescencia de ZO-1 y ocludina en monocapas de células Caco-
2 incubadas durante 2 horas con EPEC en ausencia o presencia de COF-SN u OMVs de las cepas
bacterianas indicadas. La inmunotincidn de ZO-1 (izquierda) y ocludina (derecha) se llevé a cabo en
células Caco-2 a los 5 y 7 dias después de su siembra, respectivamente (n=3, ensayos biolégicos
independientes). Las imagenes estan codificadas por los colores arbitrarios del estilo Fire y la barra
de calibracidn de fluorescencia se muestra en la parte superior, a la derecha. Escala de la barra de
calibracién, 20 pum.
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Respecto a la ocludina, su localizacidon también se encontré asociada a las membranas
celulares de las monocapas control. Durante la infeccidn con EPEC se observé perdida
de la localizacién normal de la proteina anclada a las membranas, mostrando un
marcaje discontinuo alrededor de las mismas. No obstante, cuando se incubaron las
monocapas infectadas con el patégeno en presencia de las fracciones celulares de EcN
y ECOR63, se mantuvo la seiial de ocludina en la membrana celular a pesar de estar
presente EPEC. En este caso, los resultados se correlacionan con los obtenidos
mediante el andlisis de expresidn a nivel de mRNA, que indican que las fracciones COF-
SN y OMVs de ambas cepas son capaces de contrarrestar la regulacion negativa sobre
ocludina, incrementando por tanto los niveles de esta proteina de la membrana

plasmatica.

En conjunto estos resultados indican que los factores secretados COF-SN y OMVs de
EcN y ECORG63 tienen el potencial de proteger del dafio causado por EPEC tanto a nivel
de compensar la expresidon génica, como en su redistribucidon subcelular, manteniendo
la localizacién normal de las proteinas de TJ ZO-1 y ocludina.
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6. DISCUSION

Es bien conocido que la microbiota intestinal libera metabolitos y efectores bioactivos
que pueden mediar la comunicacién con el epitelio intestinal del huésped. Estos
factores extracelulares son capaces de atravesar las barreras fisico-quimicas, que
protegen el epitelio, como la capa de mucina, y se ha demostrado que son capaces de
provocar respuestas especificas en el sistema intestinal. En este contexto, el tracto
intestinal requiere de mecanismos de regulacién y de funcidn de barrera que
proporcionen alta resistencia a la translocacion de microorganismos y antigenos, para
preservar la homeostasis intestinal. Para mantener una funcién de barrera selectiva,
los complejos de proteinas de uniones celulares o tight junctions (TJ) sellan el espacio
intercelular entre células epiteliales adyacentes y regulan el transporte paracelular.
Actualmente, es bien conocido que existe una asociacion entre el aumento de la
permeabilidad intestinal con varios trastornos y enfermedades intestinales tales como
el sindrome del colon irritable, la colitis y la enfermedad de Crohn. Sin embargo, esta
corroborado que ciertas bacterias comensales pueden modular la integridad de la
barrera epitelial a través de la regulacidn positiva de las proteinas de TJ. Por este
motivo, se esta explorando la administracidn de bacterias como una aplicacién clinica
potencial para reducir la permeabilidad intestinal incrementada y mejorar el estado

clinico de tales enfermedades gastrointestinales.

6.1. REFUERZO DE LA BARRERA INTESTINAL POR BACTERIAS COMENSALES Y
PROBIOTICAS

Muchos de los estudios sobre los efectos beneficiosos de las bacterias, en concreto en
su capacidad de mejorar la integridad de las TJ tanto in vitro como in vivo, se han
centrado en el uso de cepas probidticas y comensales. Asi pues, se ha demostrado que
el tratamiento de monocapas de células T-84 con metabolitos secretados por
Bifidobacterium infantis conduce a un aumento en la TER y en la expresidn de las
proteinas ZO-1 y ocludina mientras que reduce la expresion de claudina-2 (Ewaschuk
et al., 2008). Ademas, el tratamiento de células Caco-2 con el probiético Lactobacillus
plantarum MB452 (aislado del producto probidtico VSL#3) mejora la funcién de
barrera intestinal mediante el incremento de la expresién génica de ocludina y
cingulina (Anderson et al., 2010). La administracion de L. plantarum MB452 al
duodeno de pacientes sanos, asi como el tratamiento sobre células Caco-2, aumenté
significativamente las proteinas ZO-1 y ocludina en la regidn asociada a las estructuras

de TJ que sellan el espacio paracelular entre las células del epitelio intestinal.
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Algunos probidticos y cepas comensales también han demostrado prevenir e incluso
revertir los efectos adversos causados por patégenos sobre la funcidon de la barrera
intestinal. La combinacién de las cepas L. acidophilus y Streptococcus thermophilus
atenua la disrupcion de barrera inducida por la cepa E. coli enteroinvasiva (EIEC) en
células HT29 (Resta-Lenert y Barrett, 2003). L. Plantarum ejerce un efecto protector
contra el dafio en la integridad de la estructura y distribucion de las proteinas TJ de
monocapas de células Caco-2 causada por la infeccidén con EIEC, manteniendo la TER y
evitando la pérdida de expresién y el reordenamiento de claudina-1, ocludina, JAM-1y
Z0-1 (Qin et al., 2009). La cepa L. casei DN-114 001 inhibe la disminucién de la TER y la
redistribucion de ZO-1 de mococapas de células T-84, inducida por E. coli
enteropatdogena (EPEC) (Parassol et al., 2005). El pretratamiento con L. Rhamnosus
GG, L. rhamnosus RO011 o L. acidophilus RO052 previene la disminucidon de TER y
contrarresta la redistribucion de las proteinas de TJ inducido por la infeccion con E. coli
enterohemorragica (EHEC) o con EPEC, en células T-84 (Johnson-Henry et al., 2008;
Sherman et al., 2005).

6.2. EFECTO POSITIVO DE ECN SOBRE LA BARRERA INTESTINAL: IMPLICACION
DE LA PROTEINA TcpC

El probidtico EcN es un buen colonizador del intestino, afecta positivamente la
homeostasis intestinal y ha sido autorizado su uso en la prdctica clinica para el
tratamiento de varios trastornos del sistema gastrointestinal. Se ha demostrado
mediante ensayos clinicos su eficacia terapéutica en la remisién de la colitis ulcerosa
(Kruis et al.,, 2004, revisado por Scaldaferri et al., 2016). Ademas, estd bien
documentada su eficiencia en la mejora de la colitis experimental inducida en ratones
(Grabig et al., 2006; Ukena et al. 2007; Garrido-Mesa et al. 2011; Olier et al., 2012;
Souza et al., 2016). La eficacia de EcN en disminuir la permeabilidad intestinal y curar
el intestino permeable puede atribuirse, al menos en parte, a su capacidad para
promover la regulacion positiva y la redistribucion de las proteinas de TJ. En ensayos in
vivo, se observé que la administracién oral del probiético EcN induce una regulacién
positiva de la proteina ZO-1 tanto en ratones sanos como en ratones coliticos tratados
con sulfato de dextrano sédico (Ukena et al., 2007). En estudios in vitro llevados a cabo
en células de epitelio intestinal incubadas con suspensiones de EcN se observé una
regulacién positiva de ZO-2 (Zyrek et al., 2007) o de claudina-14 (Hering et al., 2014),
dependiendo de la linea celular utilizada. Concretamente, la regulacidn positiva de
claudina-14 y el incremento de la TER en monocapas de células HT-29/B6, fue
atribuido a TcpC, una proteina secretada por EcN al medio de cultivo (Hering et al.,
2014).
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Debido a que el refuerzo de la funcién de barrera mediado por EcN se asocié a la
presencia de TcpC, en este trabajo nos planteamos realizar la busqueda de otras cepas
de E. coli comensales portadoras del gen tcpC en la Coleccidén de Referencia de E. coli
(ECOR) que representa ampliamente la variacidon genotipica de esta especie. El grupo
E. coli incluye una gran variedad de cepas patégenas capaces de causar infecciones
intestinales y de las vias urinarias, asi como cepas no patdgenas capaces de colonizar
diferentes hdbitats, entre los cuales destaca el tracto gastrointestinal de los
mamiferos. Tanto las cepas comensales como las patdgenas son capaces de colonizar
el intestino, sin embargo, difieren en la presencia de determinantes genéticos que
contribuyen a rasgos especificos de virulencia o a la supervivencia y capacidad de
adaptacion de las bacterias dentro del huésped. Al igual que EcN, las cepas tcpC-
positivas de la coleccidn ECOR se clasifican en el grupo filogenético B2, que se asocia
mayoritariamente con cepas virulentas que causan infecciones extra-intestinales. De
hecho, TcpC es muy prevalente en los patégenos gram-negativos. Esta proteina
contiene un dominio de unién al receptor Toll/IL-1 (TIR), que media su interaccién con
Myd88 e inhibe las vias de sefializacion de los receptores de tipo Toll. Mediante este
mecanismo, TcpC altera la inmunidad innata causando inflamacién y dafio tisular (Cirl
et al., 2008; Yadav et al., 2010). Sin embargo, a pesar de su naturaleza virulenta, TcpC
tiene un impacto positivo en la barrera epitelial (Hering et al., 2014). En relacién con
este efecto, es de destacar que todas las cepas ECOR portadoras del gen tcpC
analizadas en este trabajo promovieron un incremento en la TER de monocapas de
células T-84 tras 24 horas de incubacién, mientras que la cepa ECOR12 (grupo
filogenético A), carente del gen tcpC, no mostrd dicha capacidad.

TcpC, al igual que la inmunomodulina colibactina, esta entre los factores de virulencia
codificados en el genoma de EcN que contribuyen a su actividad probidtica. La
colibactina es un péptido-poliquétido no ribosdmico sintetizado por enzimas
codificadas en la isla pks, que muestra efectos tanto genotdxicos como
antiinflamatorios. Las mutaciones que eliminan la sintesis de colibactina reducen en
gran medida la actividad beneficiosa de EcN en la modulacion de la expresion de
citoquinas y en la mejora de la colitis experimental en ratones (Olier et al., 2012). La
prevalencia de los determinantes de virulencia extra-intestinal en cepas comensales de
E. coli del grupo B2 se ha explicado sobre la base de que estos determinantes son de
hecho factores de supervivencia (factores fitness), y por tanto pueden contribuir a la
supervivencia y adaptacion de las cepas dentro del tracto intestinal (Le Gall et al.,
2007).

Otros datos obtenidos por nuestro grupo de investigacion indican que la expresién de

proteinas consideradas factores de virulencia por cepas de la microbiota comensal no
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debe ser considerada un factor negativo. Por ejemplo la serin proteasa Sat actua como
un factor de virulencia que contribuye, junto con la expresién de otros factores y
proteinas por parte de la bacteria productora, a mecanismos de patdgenesis. Asi, en
patégenos la expresion de Sat tiene lugar conjuntamente con otros factores de
virulencia, cuya combinacidon puede determinar la accion téxica de Sat (por ejemplo
facilitar su entrada al interior de la célula infectada para que Sat pueda interactuar con
algun factor o diana). Sin embargo, la expresidon de Sat en la cepa probidtica EcN no
actua como un factor de virulencia. EcN expresa y secreta otras proteinas que
contrarrestan o impiden la posible accion citotéxica de Sat, lo que indica que esta
proteina es de hecho un factor fitness que puede contribuir a la colonizacién intestinal
(Toloza et al., 2015). Por lo tanto, en algunos casos el efecto de toxicidad depende de
la expresién de otros factores por parte de la bacteria (como por ejemplo en el caso de
la proteina Sat), y en otros, de la expresion de ciertas proteinas consideradas factores
de virulencia que es necesaria para obtener un efecto probidtico (como por ejemplo
las proteinas colibactina y TcpC).

Las cepas de la coleccion ECOR portadoras del gen tcpC (ECOR53, ECOR56, ECOR57,
ECOR60 y ECOR63) pertenecen al igual que EcN al grupo filogenético B2. La gran
mayoria de estas cepas expresan varios determinantes de virulencia y son altamente
citotoxicas (Boyd y Hartl, 1998), a excepcion de la cepa ECOR63, asilada de las heces de
un individuo sano. Esta cepa carece de genes de virulencia funcionales como la
hemolisina (hlyA), y no ejerce efectos citotdxicos en la linea celular de macréfagos
murinos J774 (Lai et al., 1999). En base a esta informacion, descartamos las cepas
citotdxicas y seleccionamos las cepas EcN y ECOR63 para llevar a cabo el estudio sobre
su capacidad para regular la expresioén y distribucién de las proteinas de TJ.

6.3. LAS OMVs DE EcN Y CEPAS COMENSALES DE E. coli MODULAN LA
BARRERA INTESTINAL DE MANERA INDEPENDIENTE DE TcpC

Dado que las interacciones entre el huésped y los microorganismos se producen a
través de moléculas moduladoras o efectoras, es necesaria la caracterizacidon de las
mismas, asi como establecer una relacién entre estos efectores bacterianos y las
respuestas moleculares que inducen en el huésped. Los productos de secrecidn de las
bacterias tales como los metabolitos, los factores proteicos y las vesiculas de
membrana externa (OMVs) se posicionan como una estrategia eficaz utilizada por
bacterias intestinales para modular y ejercer efectos protectores sobre la funcién de
barrera intestinal.
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Dentro de los metabolitos bacterianos con capacidad de inducir cambios en la
composicion de las proteinas de TJ y mejorar la integridad de la barrera epitelial se
encuentran el butirato y el indol. Ambos son capaces de incrementar la TER de
monocapas de células Caco-2. El butirato se emplea clinicamente para el tratamiento
de la colitis ulcerosa (Scheppach et al., 1992) y puede revertir el aumento de la
permeabilidad y la ulceracidn intestinal observada en ratones tratados con SDS (sulfato
sédico de dextrano) (Venkatraman et al.,, 2000). En pacientes con enfermedades
inflamatorias intestinales, el butirato reestablece las TJ mediante la regulacién
negativa de claudina-2 y la regulacién positiva de ocludina, cingulina, ZO-1 y Z0-2
(Ploger et al., 2012). En estudios in vitro, el tratamiento de mococapas de células Caco-
2 con butirato mostré una disminucién en la expresidn a nivel post-transcripcional del
90% de claudina-2 y un aumento del 376% de claudina-7. El indol genera un
incremento del 62% en la expresién de claudina-5 (Valenzano et al., 2015).

Por otra parte, nuestro grupo se ha centrado en los ultimos tres afios en estudiar
factores secretados por el probidtico EcN y por varias cepas comensales de E. coli
como mediadores en la comunicacion intercelular con el huésped a nivel intestinal.
Hemos demostrado que los sobrenadantes obtenidos del cultivo de EcN son capaces
de incrementar la TER en monocapas de células Caco-2, aportando evidencias que este

efecto podria atribuirse a un factor secretado (Toloza et al., 2015).

En cuanto a las vesiculas de microbiota no existe informacidn previa. Por esta razon,
una parte importante de nuestra investigacidn esta orientada a establecer el papel de
las vesiculas secretadas por la microbiota, en concreto de cepas E. coli gram-negativas,
como moduladores de la homeostasis intestinal. En este contexto, hemos demostrado
que las OMVs de EcN, asi como las OMVs secretadas por otras cepas de E. coli
comensales, se internalizan en células de epitelio intestinal a través de endocitosis
mediada por clatrina (Cafas et al., 2016). Hemos descrito también que las OMVs de
estas cepas ejercen efectos inmunomoduladores en diferentes modelos celulares in
vitro y ex vivo, activando vias de sefializacidon a través de la barrera epitelial intestinal
(Fabrega et al., 2016). Por tanto, el objetivo de esta tesis se centrd en analizar el efecto
de factores secretados (OMVs y factores solubles) obtenidos a partir de cultivos del
probidtico EcN y de la cepa comensal ECOR63 sobre la integridad de la barrera
intestinal, evaluando su capacidad de regular la expresidn y localizacién subcelular de
proteinas de TJ. Un aspecto relevante ha sido establecer si el efecto de refuerzo de la
funcidén de barrera intestinal es dependiente exclusivamente de la expresion de la
proteina TcpC.

Antes de la realizacion de esta tesis doctoral se habia reportado que en las cepas
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uropatégenas el nivel de secrecion de TcpC era muy bajo (Cirl et al., 2008). Ademas, se
desconocia cual era la via de secrecidon de esta proteina. Por ello nos planteamos en
primer lugar analizar si TcpC es secretada en forma soluble o asociada a las OMVs. La
estrategia disefiada estaba basada en utilizar técnicas de inmunodeteccion para
establecer la localizacion de TcpC asociada a vesiculas o vinculada a la fraccién
secretada de manera soluble. Sin embrago, todos los intentos fueron infructuosos.
Aunque se disefiaron varios anticuerpos contra péptidos inmunogénicos de TcpC,
ninguno de ellos resultd eficaz para la inmunodecteccion de la proteina ni en el
sobrenadante de los cultivos ni a nivel intracelular. La estrategia de purificar la
proteina recombinante a partir del gen tcpC clonado en vectores de expresion para su
uso como antigeno en los procesos de inmunizacién de conejos tampoco resultd
exitosa por el bajo rendimiento en la expresion de la proteina. Por ello, se desestimé

también la estrategia de obtener anticuerpos contra la proteina completa.

El hecho de no disponer de una buena preparacién de anticuerpos contra TcpC
limitaba el estudio de la via de secrecidn de TcpC, asi como también el evaluar si el gen
tcpC es funcional y se expresa en las condiciones de ensayo. Por este motivo, la
expresion de tcpC fue evaluada a través del andlisis de la expresidn de fusiones
transcripcionales al gen reportero gfp en modelos in vitro e in vivo. Los resultados
obtenidos mostraron que TcpC se expresa en condiciones in vitro en los medios de
cultivo LB y DMEM, y ademads se expresa en condiciones in vivo en el tracto intestinal
de ratones. Asi pues, una vez establecida la expresidn del gen tcpC en la cepa EcN nos
planteamos abordar estudios funcionales de TcpC mediante la construccién de
mutantes tcpC Knockout derivados de EcN y ECOR63. De hecho, otros estudios
publicados sobre la funcion de TcpC en la cepa probiotica EcN estan basados en el uso
de mutantes Knockout y no en la inmunodeteccion de la proteina (Hering et al., 2014).
Los mutantes TcpC negativos obtenidos en este proyecto de tesis nos permitieron
ademas evaluar de manera indirecta si el efecto de TcpC se asociaba a las fracciones

solubles o0 a las OMVs.

En primer lugar se analizd la implicacién de mediadores secretados por EcN y ECOR63
en la modulacién de la barrera epitelial en condiciones de barrera intacta. Para ello se
prepararon diferentes fracciones a partir de cultivos bacterianos. Asi, los
sobrenadantes de los cultivos de EcN, ECOR63 y sus respectivos mutantes tcpC
obtenidos, tras la eliminacion de las bacterias, contenian tanto los factores secretados
de manera soluble como las OMVs. Estos sobrenadantes se fraccionaron mediante
ultracentrifugacién para separar por un lado las OMVs (sedimento) de los factores
solubles que permanecen en el sobrenadante después de la ultracentrifugacion (COF-

SN). De esta manera fue posible realizar la evaluacién de cada fraccion de manera
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independiente. El andlisis del efecto de cada fraccion sobre la barrera intestinal se
realizé a través de la determinacidn de la TER, la expresion del mRNA y de proteinas de

TJ, asi como el analisis de la distribucion subcelular de estas proteinas.

Este estudio demuestra que EcN y ECOR63 tienen un efecto positivo sobre el
fortalecimiento de la barrera epitelial en dos lineas celulares de epitelio intestinal
(Caco-2 y T-84), y este efecto no depende exclusivamente de TcpC. Los resultados
apuntan a la contribucién de otros efectores bacterianos en la regulacion de la funcién
de barrera intestinal. En primer lugar, la separacién de las fracciones secretadas en
COF-SN (factores solubles) y OMVs reveld que tanto las OMVs como los COF-SN
obtenidos de ambas cepas son capaces de provocar un aumento en la TER de
monocapas de células T-84 a las 24 horas de incubacidn. Este efecto de refuerzo se
observa también a las 3 horas de incubacion. En segundo lugar, la deficiencia de TcpC
no alterd la actividad estimuladora de las OMVs aisladas de ambas cepas, ni tampoco
la de los COF-SN obtenidos de ECOR63, pero si redujo significativamente el efecto de
los COF-SN obtenidos de EcN. En general, estos resultados muestran por primera vez
gue las OMVs secretadas por componentes de la microbiota, como EcN y ECOR63,
tienen la capacidad de modular la integridad de la barrera epitelial. También indican
que TcpC no se encuentra asociada a las OMVs, y por tanto, el efecto modulador de
estas vesiculas es independiente de TcpC. Ademads, revelan que la cepa ECOR63
secreta otros factores activos solubles, distintos de TcpC, que tienen un gran impacto
sobre la barrera epitelial. Estos factores son de naturaleza no proteica ya que su efecto

no es inactivado por digestion con proteinasa K ni por tratamiento a alta temperatura.

Diferentes vias de sefializacion estan implicadas en la regulacion de proteinas de TJ.
Entre ellas, la via de ERK 1/2 (extracelular signal regulated kinase) controla la
transcripcién de varias proteinas de TJ (Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Khan y Asif,
2015). Segun Hering et al., (2014), la activacion de esta via de sefalizacién por
sobrenadantes de cultivos de EcN, y en particular por la proteina TcpC, contribuye al
incremento de la TER en monocapas de células HT-29/B6 promovido por este
probidtico. En este contexto, nuestros resultados profundizan un poco mas en esta
regulacién y demuestran que, no sélo TcpC, sino también el efecto de las OMVs de EcN
y ECOR63 sobre la TER depende de la via de sefializacidon de ERK 1/2. El refuerzo de la
barrera epitelial promovido por las OMVs de ambas cepas fue completamente anulado
en presencia del inhibidor de ERK 1/2, U0126. Este inhibidor anulé también el efecto
del COF-SN de EcN, muy probablemente mediado por TcpC. Sin embargo, el COF-SN de
ECOR63 mantuvo una cierta actividad de incremento de la TER en presencia de U0126,
lo que sugiere que lo(s) factor(es) con actividad positiva sobre la barrera intestinal

secretados de manera soluble por esta cepa no activarian ERK 1/ 2.
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La activacion de ERK 1/2 por OMVs y COF-SN sugeria la regulacion transcripcional de
ciertas proteinas de TJ. El anadlisis de los niveles de mRNA mediante RT-PCR
cuantitativa mostré que estas fracciones secretadas no desencadenaron cambios
significativos en los niveles de mRNA de las proteinas ZO-2, ocludina o claudina-1. Por
lo tanto, no se vincula la expresion de estas proteinas con el incremento de la TER y el
reforzamiento de la barrera epitelial promovido por las OMVs y factores solubles
secretados por estas cepas de la microbiota intestinal. En cuanto a la proteina ZO-2,
otros estudios realizados con los mismos modelos celulares utilizados en este trabajo
(células T-84 y Caco-2) revelaron una regulacién positiva de la expresion de esta
proteina tras la incubacién con suspensiones del probiotico EcN (Zyrek et al., 2007).
Por tanto, en base a nuestros resultados obtenidos al estimular las monocapas de
células epiteliales con las fracciones de EcN secretadas (COF-SN y OMVS), podemos
especular que la regulacidén positiva mediada por EcN de Z0O-2 depende de factores
asociados a la bacteria y no de factores secretados.

En cuanto a la regulacién de las otras proteinas de TJ analizadas en este estudio,
nuestros resultados mostraron una regulaciéon positiva (upregulation) de ZO-1 vy
claudina-14, y de manera contraria, se observd una regulacién negativa
(downregulation) de claudina-2. Es de destacar que todos estos efectos fueron
mediados tanto por las OMVs como los COF-SN de las dos cepas.

El incremento en los niveles de mRNA de claudina-14 observado en monocapas
incubadas con COF-SN concuerda con los resultados reportados por Hering et al.,
(2014) que demuestran que los sobrenadantes de EcN incrementan la expresion de
claudina-14 y relacionan este efecto con la proteina secretada TcpC (Hering et al.,
2014). Sin embargo, en los ensayos realizados con los COF-SN de ECOR63, la
deficiencia de TcpC no resulté en una reduccion significativa de los niveles de mRNA de
claudina-14, al menos en el modelo celular T-84. Esto confirma la presencia de otros
factores solubles activos en las muestras COF-SN de ECOR63. Por otra parte, las OMVs
aisladas de las cepas EcN y ECOR63 y de sus respectivos mutantes tcpC también
provocaron un incremento en los niveles de mRNA de claudina-14, confirmando que el
efecto de las OMVs es independiente de TcpC. Este es un resultado relevante puesto
gue la regulacién de claudina-14 por OMVs de microbiota no habia sido descrita
anteriormente.

Respecto a la expresion de ZO-1, se habia reportado que EcN promovia una regulacion
positiva de esta proteina en modelos murinos in vivo (Ukena et al.,, 2007). Los
resultados obtenidos en este trabajo indican que la regulacion positiva de esta
proteina podria ser mediada por TcpC y las OMVs secretadas por EcN. La expresion de
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Z0-1 se analizé a nivel de mRNA, a nivel de proteina y a nivel de localizacion subcelular
la zona de las TJ. En todos los ensayos realizados, los niveles de proteina ZO-1
cuantificada por Western blot correlacionaron con los niveles de mRNA, lo que apunta
a la regulacion transcripcional del gen. Esta observacion es compatible con la
implicaciéon de ERK 1/2 en la sefializacién inducida por OMVs y COF-SN. En diferentes
modelos celulares, la sobre-expresion de ZO-1 inducida por diferentes mediadores va
asociada a la fosforilacién de ERK 1/2 (Yang et al., 2005; Ko et al., 2009).

Como era previsible, la regulacién positiva de ZO-1 inducida por las OMVs de ambas
cepas, no depende de TcpC. Hay que destacar sin embargo que la actividad de los COF-
SN sobre la regulacion de ZO-1 difiere segun la cepa utilizada. En el caso de los COF-SN
de EcN, la regulacidn positiva de ZO-1 depende exclusivamente de TcpC, pero en los
COF-SN de ECOR63 podrian existir otros factores secretados solubles que contribuyan
a la modulacion de la expresiéon de ZO-1, al igual que se ha observado para claudina-
14. Un hecho importante a resaltar es que la expresion incrementada de ZO-1 va
acompafiada de su localizacién en la zona de las TJ. La cuantificacion de la proteina
Z0-1, basada en la tincidn por inmunofluorescencia seguida de la visualizacion
mediante microscopia confocal, confirma la estrecha correlacidon existente entre los
niveles de expresidn de ZO-1 y su asociacién a las TJ en la periferia de las células que
conforman la monocapa. Este efecto observado en las células epiteliales tratadas con
las OMVs o los COF-SN de EcN y ECOR63 no es promovido por las fracciones
equivalentes aisladas de la cepa comensal tcpC negativa, ECOR12. La fosforilacion de
componentes clave de las TJ como claudina, ocludina o ZO-1/2 tiene un gran impacto
en la funciéon de barrera (Gonzdlez-Mariscal et al., 2008). Es probable que estos
efectores bacterianos (OMVs, TcpC u otros factores solubles) activen también
mecanismos de regulacion post-traduccional, tales como la fosforilacion de ZO-1, que
contribuyen a la asociacion de esta proteina con los complejos proteicos que
conforman las TJ.

Asi pues, este trabajo proporciona informacién novedosa respecto a las proteinas TJ
claudina-14 y Z0O-1, cuya regulacién por el probiodtico EcN era ya conocida. En concreto,
los resultados contribuyen a caracterizar los efectores bacterianos implicados en esta
regulaciéon. Ademas, de la proteina TcpC ya descrita (Hering et al.,, 2014), otro(s)
mediadores secretados a través de las OMVs contribuyen a su regulacién. Ademas, la
cepa ECOR63 secreta algun factor de naturaleza no proteica con capacidad de activar
la expresion de claudina-14 y ZO-1, no generado por el probidtico EcN.

Ademads de proteinas TJ relacionadas con el refuerzo de la barrera epitelial, en este
estudio se incluyé la evaluacién de la proteina claudina-2 que juega un papel opuesto.
Esta proteina forma poros paracelulares (Lu et al., 2013) que facilitan la secrecién de
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cationes y actlia como un canal de agua en las TJ de las células epiteliales (Luettig et
al., 2015). Los estimulos que aumentan los niveles de expresién de claudina-2 dan
como resultado un aumento en la permeabilidad paracelular (Luettig et al., 2015) que
contribuye al desarrollo de enfermedades inflamatorias intestinales. Se ha descrito
una mayor expresion de claudina-2 en el epitelio intestinal de pacientes con colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn (Landy et al., 2016). Algunos patégenos como
Salmonella aumentan la expresion de claudina-2 y facilitan la invasién bacteriana, a
través de la activacidon de la quinasa Jun (JNK) (Zhang et al., 2013). Ciertas toxinas
microbianas, tales como la toxina del célera o la enterotoxina B de Estafilococos,
también promueven la regulacidn positiva de claudina-2, y por tanto comprometen la
barrera epitelial intestinal (Liu et al., 2013). Por el contrario, la regulacion negativa de
claudina-2 es parte del mecanismo utilizado por algunas cepas probidticas para
mejorar la funcién de la barrera intestinal (Ewaschuk et al., 2008). Este estudio
muestra por primera vez la capacidad de EcN y de ECOR63 para disminuir la expresion
de claudina-2. En esta regulacion estan implicados tanto las OMVs como factores
solubles secretados (COF-SN). En este caso, la regulacidon negativa de claudina-2 no
depende de TcpC.

Se desconoce el mecanismo a través del cual las OMVs y los factores solubles
presentes en la fraccién COF-SN promueven la disminucion de los niveles de claudina-2
(tanto a nivel de proteina como de mRNA). Se sabe que la transcripcion de claudina-2
es activada por varias vias de sefializacion, entre ellas la via de ERK (Khan y Asif, 2015).
Ya que esta via es esencial para que las fracciones secretadas (OMVs y factores
solubles) de EcN y ECOR63 ejerzan un efecto positivo sobre la TER de la barrera
epitelial, se esperaria que estos efectores microbianos promovieran un incremento, no
una disminucién, en la expresiéon de claudina-2. Por ello, otros mecanismos han de ser
activados para regular a la contra los niveles de claudina-2, como puede ser la
regulacién de microRNAs (miRNAs). Recientemente se ha descrito que la elevada
expresion de claudina-2 en el sindrome de colon irritable que cursa con diarrea es
debida a una alteracion en la expresion del miR-16. En el colon de estos pacientes se
observa expresién reducida de este miRNA, que tiene como uno de sus mRNAs diana
el mRNA de claudina-2. Ello se traduce en una mayor estabilidad del mRNA de
claudina-2 y en consecuencia en un incremento en la sintesis de esta proteina que
contribuye a la elevada permeabilidad intestinal asociada a esta patologia (Martinez et
al., 2017).

Dada la complejidad de la microbiota intestinal y de los tipos celulares del huésped
gue intervienen en su reconocimiento, es evidente que se requieren elaborados
mecanismos reguladores que aseguren la homeostasis intestinal. Estudios recientes
indican que los microRNAs (miRNAs) son actores relevantes en el establecimiento de
una éptima interaccion microbiota—hospedador. Los miRNAs son RNAs no codificantes
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de pequefio tamafio (20-25 nucledtidos) que después de un proceso de maduracién se
asocian al complejo RISC y regulan la expresion de los RNA mensajeros (MRNA) diana
por union a su regién 3’-UTR promoviendo la degradacion del mRNA o bloqueando su
traduccién. Ejercen pues una regulacién negativa a nivel post-transcripcional que
permite controlar de forma ajustada la expresion de vias de sefializacion. Los miRNAs
estan implicados en el control de multiples procesos celulares. Existes varios estudios y
revisiones sobre el tema que describen el papel regulador de miRNAs en la
homeostasis intestinal y el impacto de la microbiota en su expresidon (Masotti, 2012;
Runtsch et al., 2014). Asimismo, hay estudios que relacionan la expresion de
determinados miRNAs con la respuesta a la infeccidn por patdgenos, asi como también
la capacidad de los patdgenos en modular la expresién de miRNA en beneficio propio
(Maudet et al., 2014a; Maudet et al., 2014b). En este contexto, se ha descrito que EcN
regula de manera inversa algunos miRNAs modulados por EPEC, que tienen como
diana mRNAs de proteinas relacionadas con la barrera epitelial (Veltman et al., 2012).
En base a esta informacion, se puede especular que las OMVs y factores secretados
por EcN y ECOR63 podrian activar la expresion del miR -16, y en consecuencia regular a
la baja la expresidn de claudina-2. Estos estudios estan siendo iniciados en nuestro
laboratorio.

A parte de los efectos de EcN sobre la expresion de las proteinas TJ ZO-1 y claudina-14,
la regulacion negativa de la claudina-2 puede contribuir a la eficacia de este probidtico
en el tratamiento de infecciones intestinales y enfermedades inflamatorias. Aunque la
cepa ECOR63 no habia sido caracterizada hasta el presente, en este trabajo se muestra
por primera vez que las OMVs y factores microbianos secretados por esta cepa regulan
la expresidon de ZO-1, claudina-14 y claudina-2 del mismo modo que la cepa probidtica
EcN. Ya se ha comentado que ambas cepas pertenecen al mismo grupo filogenético
B2. En cambio, la cepa comensal ECOR12 (grupo filogenético A, no asociado a cepas
virulentas), no incrementa la TER de la barrera epitelial y tampoco modula la expresiéon
de claudina-2. Estos resultados refuerzan la idea de que “los factores determinantes
de virulencia” pueden ser percibidos como factores de supervivencia que aumentan la
aptitud de las cepas que los portan, y no meramente como agentes de virulencia extra-
intestinal (Le Gall et al., 2007).

6.4. LAS OMVs Y FACTORES SOLUBLES SECRETADOS POR EcN Y ECOR63
PROTEGEN LA INTEGRIDAD DE LA BARRERA EPITELIAL INTESTINAL DANADA
POR CEPAS ENTEROPATOGENAS

Una vez comprobada la capacidad de las OMVs y factores solubles secretados por las
cepas EcN y ECOR63 de reforzar la barrera epitelial intacta, se realizaron
aproximaciones experimentales encaminadas a evaluar la capacidad de estas

fracciones de proteger la integridad de la barrera en un modelo de barrera dafiada por
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la infeccion con E. coli enteropatégena (EPEC). La infeccién con EPEC dafia la estructura
y funcion de las TJ de las células epiteliales (Ugalde-silva et al., 2016) e induce la
alteracion de la permeabilidad del epitelio intestinal causando diarrea en el huésped
(Groschwitz y Hogan, 2009; Weflen et al., 2009). Se ha demostrado en varios modelos
de células epiteliales que EPEC promueve la reduccion de la TER (Canil et al., 1993;
Spitz et al., 1995). Estudios previos del grupo encaminados a elucidar el papel de la
proteasa Sat (serin autotransporter toxin, considerada un factor de virulencia) en EcN
habian evidenciado, mediante mediciones de la TER, que los sobrenadantes de cultivos
de EcN en LB son capaces de prevenir la disrupcién de la barrera de monocapas de
células Caco-2 infectadas con EPEC, indicando que el efecto de proteccidn podria
atribuirse a un factor secretado (Toloza et al., 2015). Los resultados de esta tesis
indican que ambas fracciones secretadas (COF-SN y OMVs) de EcN, asi como las de
ECOR63 evitan la disminucién de la TER provocada por la infeccién con EPEC en
monocapas de células T-84.

La inhibicion de la fosforilacion de ERK 1/2 no evitd la disminucién de la TER
promovida por EPEC, lo que indica que el dafio causado por EPEC no es mediado por
esta via de sefializacién. En presencia del inhibidor U0126, los factores secretados
(COF-SN y OMVs) de EcN y ECOR63 no fueron capaces de neutralizar la disminucién de
la TER causada por este patdgeno. Este efecto esta en la linea del observado en
condiciones de barrera intacta. En conjunto, los ensayos realizados en presencia de
este inhibidor indican que estos efectores microbianos modulan la integridad de la
barrera epitelial a través de la sefalizacion de ERK 1/2, promoviendo el refuerzo de la
barrera intacta y protegiendo o compensando el dafio causado por EPEC.

Los analisis por RT-PCR cuantitativa mostraron que la infeccién con EPEC provoca la
regulacién negativa de las proteinas Z0-1, ZO-2, ocludina, claudina-14 y curiosamente
también de claudina-2. En base a esta observacién se descarta que EPEC, a diferencia
de otros patoégenos como Salmonella (Zhang et al., 2013), induzca el estado de
permeabilidad aumentada mediante la expresion de claudina-2. No se observaron
cambios significativos en la expresion de claudina-1 en monocapas de células T-84
infectadas con EPEC. La incubacién en presencia de OMVs y COF-SN de ambas cepas
compenso la disminucién de los niveles de mRNA de ocludina y claudina-14 causada
por EPEC, alcanzando niveles similares a los de las células control no infectadas. Sin
embargo, estas fracciones no fueron capaces de contrarrestar la disminucion de la

expresion de ZO-1y ZO-2 promovida por el patégeno.

Las TJ son estructuras altamente dinamicas cuya fuerza de interaccion es regulada por

multiples estimulos. A parte de la regulacién transcripcional, las proteinas de TJ

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



DISCUSION

pueden ser reguladas por mecanismos de regulacion a nivel post-transcripcional, asi
como a nivel post-traduccional, controlando en este caso su asociacidn a otras
proteinas que componen la estructura de TJ. Es conocido que la fosforilacion reversible
de ocludina y otras proteinas TJ como ZO-1 y ZO-2 es un mecanismo vital en la
regulacion de la barrera intestinal, habiéndose descrito varias quinasas con esta
actividad (Gonzélez-Mariscal et al., 2008; Cummins, 2012). En el caso de las proteinas
Z0, estas modificaciones alteran su localizacién subcelular, pudiendo estar
deslocalizadas a nivel de citosol y nucleo (en forma defosforilada), o fuertemente
asociadas a proteinas TJ integrales de la membrana plasmatica como ocludina y
claudinas (en su forma fosforilada). En este contexto, se conocia que EPEC promueve
una distribucién alterada de las proteinas ZO-1 (Philpott et al., 1996), ZO-2 (Zyrek et
al., 2007) y ocludina (Simonovic et al., 2000; Weflen et al., 2009). Estos efectos sobre la
deslocalizacién de proteinas TJ junto con las alteraciones promovidas a nivel de
transcripcidon de genes TJ explicarian el efecto patogénico de esa cepa. En este trabajo
se comprobd mediante marcaje por inmunofluorescencia seguido por microscopia
confocal la alteracion en la localizacién celular de las proteinas ZO-1, Z0-2 y ocludina
después de la infeccion con EPEC. Respecto a Z0-2, estudios realizados por otros
autores indican que en células T-84 infectadas con EPEC, la co-incubacién con el
probidtico EcN (suspensién de bacterias viables) evita la disociacion de ZO-2 de los
sitios de contacto celular promovida por el patégeno, manteniendo su localizacién
normal en la zona de Tls (Zyrek et al., 2007). Sin embargo, las fracciones secretadas
por ambas cepas (OMVs y COF-SN) no evitan la deslocalizacion de Z0O-2 hacia el
citoplasma promovida por EPEC. Por tanto, se confirma que la regulacion positiva de
Z0-2 mediada por EcN podria depender de factores asociados a la bacteria y no de
factores secretados. Con respecto a las proteinas ZO-1 y ocludina, los ensayos de
infeccion con EPEC en presencia de los COF-SN y de las OMVs de EcN y ECOR63
revelaron que dichas fracciones son capaces de evitar la deslocalizacion de estas
proteinas hacia el citosol, especialmente de ZO-1, manteniendo su asociacién a las
estructuras de las TJ. Estos resultados sugieren que los factores secretados por estas
cepas de la microbiota intestinal contrarrestan los cambios en el estado de

fosforilacion de ZO-1 promovidos por EPEC.

Respecto a posibles mecanismos de regulacidn post-transcripcional activados por EPEC
y contrarrestados por EcN o ECOR63 podemos considerar la regulacion por miRNAs. Se
han descrito tres miRNAs (miR-203, miR-595, miR-483-3p) que son regulados de
manera contraria por el patégeno EPEC y el probidtico EcN. Todos ellos controlan la
expresion de proteinas reguladoras y estructurales de las TJ, asi como de otros
componentes celulares implicados en la integridad de la barrera como mucinas y
péptidos antimicrobianos (Veltman et al.,, 2012). Entre ellos miR-203 controla la
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expresion de ZO-2. En esta tesis no se ha observado regulacién de ZO-2 por las
fracciones secretadas (COF-SN y OMVs) de EcN, por lo que podemos especular que la
regulacion de este miRNA por EcN es mediada por algin componente asociado a la
bacteria, pero no secretado. Entre los mRNAs diana de miR-595 y miR-483-3p estan
diversas isoformas de PKC (implicadas en la fosforilacién de proteinas TJ) y proteinas
reguladoras de las TJ como PAR-3 y PAR-6. Por tanto, estos miRNAs controlan la
distribucidn subcelular de proteinas ZO y la integridad de las uniones TJ. La regulacién
de estos dos miRNAS por las OMVs o factores secretados de manera soluble obtenidos
de EcN, asi como de ECOR63, podria explicar el efecto protector de estos efectores
bacterianos frente a las alteraciones promovidas por EPEC.

Este estudio demuestra que la proteccidn ejercida por las fracciones secretadas (OMVs
y COF-SN) de EcN y ECOR63 frente a la disrupcidn de la barrera epitelial causada por
EPEC (observada en los ensayos de TER) implica la regulacién compensatoria a nivel de
MRNA de la expresion de las proteinas de TJ ocludina y claudina-14 y de redistribucion
de la proteina ZO-1 hacia las TJ.

La comprensién de los mecanismos moleculares que subyacen a la regulacién de TJ
inducida por los factores extracelulares secretados de bacterias probioticas o
comensales podria sentar las bases para el desarrollo de tratamientos terapéuticos y

preventivos contra enfermedades asociadas con defectos de barrera intestinal.

En la figura 6.1. se esquematiza a manera de resumen, los mecanismos moleculares
caracterizados en esta tesis, a través de los cuales las OMVs y de los factores
secretados por la cepa probidtica EcN y la cepa comensal ECOR63 refuerzan la barrera
epitelial.

Este trabajo representa el primer estudio que proporciona evidencia sobre la funcion
de las OMVs de cepas probidticas y comensales de E. coli, en la modulacién de
proteinas de TJ.
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FIGURA 6.1. Modulacion de la barrera epitelial intestinal por las OMVs y los factores solubles
secretados de EcN y ECOR63. A) Modelo de barrera epitelial intacta: Los factores secretados por
ambas cepas refuerzan la barrera epitelial a través del incremento de la TER y la regulacidn positiva
de las proteinas ZO-1 y claudina-14, asi como la regulacién negativa de claudina-2. B) Modelo de
barrera epitelial dafiada: Los factores secretados de ambas cepas protegen la integridad de la
barrera epitelial frente al dafio causado por la infeccién con E. coli enteropatégena (EPEC),
evitando la reduccidén de TER, contarrestando la expresidn disminuida de ocludina y claudina-14 y

manteniendo la localizacion subcelular de ZO-1 y ocludina asociada a las estructuras de TJ.
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7. CONCLUSIONES

1. La cepa probidtica EcN y las cepas de E. coli comensales portadoras del gen
tcpC (cepa seleccionada ECOR63) incrementan la TER de monocapas de células
T-84, y por tanto, son capaces de reforzar la funcion de barrera en un modelo
in vitro de epitelio intestinal.

2. El gen tcpC se expresa in vitro por crecimiento en medios de cultivo LB y
DMEM, e in vivo en el tracto intestinal de ratones.

3. Las OMVs y factores solubles secretados por EcN y ECOR63 incrementan la TER
de monocapas de células T-84 a través de la via de sefializacion de ERK 1/2
(extracelular signal regulated kinase).

4. Las OMVs y factores solubles secretados por ambas cepas promueven la
regulacidn positiva de las proteinas ZO-1 y claudina-14, y la regulacién negativa
de claudina-2, proteina de TJ vinculada al aumento de la permeabilidad
paracelular.

5. Los efectos reguladores de las OMVs sobre el refuerzo de la barrera epitelial
son independientes de TcpC, lo que indica que esta proteina no es secretada a
través de vesiculas.

6. La proteina TcpC contribuye a la regulacion positiva de ZO-1 y claudina-14. En
contraste, esta proteina no tiene ningln efecto sobre la regulacion de la
proteina claudina-2.

7. Elrefuerzo de la barrera epitelial promovido por la fraccidn extracelular de EcN
que contiene los factores secretados de forma soluble es debido a TcpC;
mientras que en la cepa ECOR63, ademas de TcpC, otros factores de naturaleza
no proteica contribuyen a este efecto.

8. Las OMVs y factores solubles secretados por EcN y ECOR63 tienen la capacidad
de proteger la integridad de la barrera epitelial frente al dafio causado por la
infeccidon con E. coli enteropatdgena (EPEC).

9. EPEC promueve una regulacidon negativa a nivel de mRNA de las proteinas ZO-1,
Z0-2, ocludina y claudina-14, y altera la localizacién subcelular de la proteina
Z0-1 promoviendo su deslocalizacion hacia el citosol y nucleo.

10. Las OMVs y factores solubles secretados por EcN y ECOR63 contrarrestan la
expresion disminuida de ocludina y claudina-14, y mantienen la localizacion
subcelular de la proteina ZO-1 asociada a las estructuras de TJ. En este caso, la
redistribucion de ZO-1 no va acompafiada de cambios a nivel de mRNA.
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9. ANEXOS
9.1. ANEXO 1: OLIGONUCLEOTIDOS

En los casos en los que los oligonucledtidos contenian alguna diana de restriccidn, estas
se muestran subrayadas.

Oligonucledtidos empleados para amplificar tcpC

Nombre Secuencia
FW-tcpC: TCGCATGGAAACAGCACCT
RV-tcpC: CTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC

Oligonucledtidos empleados para la clonacién de tcpC en PBAD-TOPO

Nombre Secuencia
FW V5-tcpC: GCCCATGGGTTTTGGGCAACAATATGTATAATATC
RV V5-tcpC: TCTTCTCCTGTATGCTATTTCAGC

Oligonucledtidos empleados para la clonacidn de tcpC en pGEX-3x

Nombre Secuencia
FW GST-tcpC: TAAGGATCCTTATGTATAATATCCTTTTCATC
RV GST-tcpC: CTGAATTCTTATCTTCTCCTGTATGCTATTTC

Oligonucleétidos empleados para la clonacion del promotor tcpC en PFU34

Nombre Secuencia

FW ¢(tcpC-gfpmut3.1): GGCGGATCCGAAGACCAGCAGCAAAATCT
RV ¢(tcpC-gfpmut3.1): CCGGTCGACATACATATTGTTGCCCAAAAC
RV PFU34: CGCATGCTTAATTTCTCCTCG

Oligonucledtidos empleados para la construccion del knockout de tcpC

Nombre Secuencia

FW KO-tcpC: CGCGGATCCGATGTCAGAAGCTTTACGAT
RV KO-tcpC: CCGGAATTCCTTGCCCATGAAATAGATCT

FW kan: TCCCCCGGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
RV kan: TCCCCCGGGCATATGAATATCCTCCTTAG

Alvarez, C.S., Tesis doctoral



188 ANEXOS

Oligonucleétidos empleados en los ensayos de RT-qPCR por SYBR Green.

Nombre Secuencia

FW B-Actina: GCTCTGGCTCCTAGCACCAT

RV B-Actina: GCCACCGATCCACACGAGT

FW Claudina-1: GCCCCAGTGGAGGATTTACT

RV Claudina-1: GTTTTGGATAGGGCCTTGGT

FW Claudina-2: ACCTGCTACCGCCACTCTGT

RV Claudina-2: CTCCCTGGCCTGCATTATCTC

Mix Claudina-14: PrimerPCR Assay CLDN14, qHsaCED0023020 (BioRad).

9.2. ANEXO 2: SONDAS TAQMAN

Sondas TagMan empleadas en los ensayos de RT-qPCR

Gen Especie Sonda (Referencia) de Applied Biosystem
TJP1 (ZO-1) Humano Hs01551861_m1
TJP2 (Z0-2) Humano Hs00910543_m1
OCLN Humano Hs00170162_m1
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The gastrointestinal epithelial layer forms a physical and biochemical barrier that
maintains the segregation between host and intestinal microbiota. The integrity of this
barrier is critical in maintaining homeostasis in the body and its dysfunction is linked
to a variety of illnesses, especially inflammatory bowel disease. Gut microbes, and
particularly probiotic bacteria, modulate the barrier integrity by reducing gut permeability
and reinforcing tight junctions. Probiotic Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) is a good
colonizer of the human gut with proven therapeutic efficacy in the remission of
ulcerative colitis in humans. EcN positively modulates the intestinal epithelial barrier
through upregulation and redistribution of the tight junction proteins ZO-1, ZO-2 and
claudin-14. Upregulation of claudin-14 has been attributed to the secreted protein
TepC. Whether regulation of ZO-1 and ZO-2 is mediated by EcN secreted factors
remains unknown. The aim of this study was to explore whether outer membrane
vesicles (OMVs) released by EcN strengthen the epithelial barrier. This study includes
other E. coli strains of human intestinal origin that contain the tcpC gene, such as
ECOR®63. Cell-free supernatants collected from the wild-type strains and from the
derived tcpC mutants were fractionated into isolated OMVs and soluble secreted
factors. The impact of these extracellular fractions on the epithelial barrier was evaluated
by measuring transepithelial resistance and expression of several tight junction proteins
in T-84 and Caco-2 polarized monolayers. Our results show that the strengthening
activity of EcN and ECOR63 does not exclusively depend on TcpC. Both OMVs and
soluble factors secreted by these strains promote upregulation of ZO-1 and claudin-14,
and down-regulation of claudin-2. The OMVs-mediated effects are TcpC-independent.
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Alvarez et al.

Microbiota-OMVs Modulate Epithelial Tight Junctions

Soluble secreted TcpC contributes to the upregulation of ZO-1 and claudin-14, but this
protein has no effect on the transcriptional regulation of claudin-2. Thus, in addition to
OMVs and TepC, other active factors released by these microbiota strains contribute to
the reinforcement of the epithelial barrier.

Keywords: probiotics, gut microbes, Escherichia coli, phylogenetic group B2, membrane vesicles, tight junctions,

intestinal barrier, TcpC

INTRODUCTION

The gastrointestinal epithelial layer is the first line of defense
against pathogens and the surface where the host interacts
with microbiota. This specialized epithelium forms a physical
and biochemical barrier that maintains the segregation between
host and intestinal microbiota. Several factors contribute to the
epithelial barrier function, including the production of a mucin
layer that covers the epithelial surface and prevents direct contact
with intestinal microbes, the secretion of antimicrobial peptides,
and the establishment of T] between intestinal epithelial cells
that seal the host tissue against the luminal environment. In
addition, intestinal epithelial cells play a key role in sensing and
integrating microbial signals that regulate the intestinal immune
cell responses (reviewed by Turner, 2009; Wells et al., 2011;
Peterson and Artis, 2014).

The TJ that connect adjacent intestinal epithelial cells are
composed of different types of integral membrane proteins such
as occludin, several claudins, tricellulin, and junctional adhesion
molecules (Turner, 2009). Organization of the TJ structure
depends on peripheral membrane proteins of the ZO family,
Z0O-1, ZO-2, and ZO-3, which bind to claudins and act as
scaffolds anchoring the TJ transmembrane proteins to the actin
cytoskeleton (Umeda et al., 2006; Shen et al., 2011). Claudins are a
large family of T proteins that regulate paracellular permeability.
To date, 27 claudin isoforms have been identified in humans.
Some of them have a sealing function (like claudin-1), whereas
others act as selective channels or pores for small charged
molecules. Claudin-2, for instance, controls the movement of
ions and enhances transepithelial water flux (Rosenthal et al.,
2010).

The integrity of the epithelial barrier is critical in maintaining
homeostasis in the body and its dysfunction is linked to
inflammatory, allergic or metabolic diseases (Hering et al., 2012;
Oshima and Miwa, 2016). Interaction between gut microbiota
and the intestinal epithelium is crucial for the integrity of
this barrier. Alterations in microbiota composition or aberrant
responses to luminal bacteria or dietary components can result
in increased intestinal permeability, which may lead to the
development of such pathologies. In this context, many studies
have been conducted to investigate the therapeutic potential
of certain commensal and probiotic strains to ameliorate

Abbreviations: CF-SN, cell-free  supernatant; COF-SN, cell-OMV-free
supernatant; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium; EcN, Escherichia
coli Nissle 1917; FCS, fetal calf serum; LB, Luria-Bertani broth; OMVs, outer
membrane vesicles; PAGE, polyacrylamide gel electrophoresis; PBS, phosphate
buffer saline; RT-qPCR, quantitative reverse transcription PCR; SDS, sodium
dodecyl sulfate; TER, transepithelial electrical resistance; TJ, tight junctions. ZO,
zonula occludens.

inflammatory bowel diseases in clinical trials (reviewed by
Chibbar and Dieleman, 2015; Wasilewski et al., 2015) or in
animal models of colitis (Ewaschuk et al., 2008; Arribas et al.,
2009; Shen et al., 2012; Kang et al., 2013; Martin et al., 2014;
Souza et al., 2016). In mice colitis models, beneficial bacteria
reduce inflammatory cytokines, normalize gut permeability, and
reinforce the epithelial barrier. Some studies indicate that these
effects may be mediated, at least in part, by bacterial secreted
factors (Ewaschuk et al., 2008; Martin et al., 2015) or by released
membrane vesicles (Shen et al., 2012; Kang et al., 2013).
Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) is a Gram-negative
probiotic used to treat intestinal disorders, and particularly in
maintaining remission of ulcerative colitis (Kruis et al., 2004;
Chibbar and Dieleman, 2015). The strain, which was originally
isolated from a soldier who survived a severe outbreak of diarrhea
during the First World War, is a good colonizer of the human gut
and positively affects gastrointestinal homeostasis and microbiota
balance. It is well-known that EcN promotes anti-inflammatory
modulation of the immune response (Trebichavsky et al., 2010).
These effects have been mainly established from in vitro and
in vivo experiments performed with live probiotic suspensions.
We have recently shown that OM Vs released by this probiotic can
modulate the cytokine/chemokine response of gut epithelial and
immune cells in in vitro and ex vivo cellular models (Fabrega et al.,
2016). The probiotic EcN also positively modulates the intestinal
epithelial barrier through both increased expression of secreted
antimicrobial factors such as pB-defensin-2 (Schlee et al., 2007;
Fabrega et al., 2016) and upregulation and redistribution of the TJ
proteins ZO-1 (Ukena et al., 2007), ZO-2 (Zyrek et al., 2007), and
claudin-14 (Hering et al., 2014). Upregulation of claudin-14 in
HT-29/B6 cells has been attributed to TcpC (Hering et al., 2014),
an immunomodulatory protein secreted by uropathogenic E. coli
strains that interferes with the host immune defense by inhibiting
MyD88/Toll-like receptor 4 signaling cascade (Yadav et al., 2010;
Snyder et al., 2013). However, the bacterial factors that regulate
Z0-1 and ZO-2 expression have not been described to date.
Several facts indicate that the T] strengthening capacity of
EcN is mediated by factors released to the extracellular medium:
(i) the TepC activity on epithelial barrier function is associated
with EcN culture supernatants (Hering et al., 2014), and (ii) EcN
supernatants prevent barrier disruption by EPEC in polarized
Caco-2 cell monolayers and confer protection against deleterious
effects on paracellular permeability caused by virulence factors
such as the serin protease Sat (secreted autotransporter toxin)
(Toloza et al., 2015). The aim of this study was to define whether
the TJ-barrier strengthening capacity of EcN is mediated by
secreted factors or by OMVs using as a model T-84 and Caco-
2 polarized monolayers. We extended the analysis to other E. coli
strains of human intestinal origin from the reference collection
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(ECOR), and to the derived tcpC mutants. The activity of the
two extracellular fractions (OMVs and soluble secreted factors)
on the epithelial barrier function was evaluated by analyzing the
expression and subcellular location of several T] proteins. We
show that both OMVs and soluble secreted factors from EcN
and ECOR63 promote upregulation of ZO-1 and claudin-14, and
down-regulation of claudin-2. The OMVs mediated effects are
TepC-independent.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains and Growth Conditions
The probiotic strain EcN (serotype O6:K5:H1) was provided
by Ardeypharm (GmbH, Herdecke, Germany). ECOR12 and
ECORG63 are commensal E. coli strain isolated from healthy
human stool samples (Ochman and Selander, 1984). ECOR57,
from the same collection, was isolated from a healthy gorilla. ECN
tcpC::kan and ECOR63 tcpC::kan were constructed in this work
as described below. The laboratory E. coli strain HB101 (F~ mcrB
mrr hsdS20 (rg~ mp~) recA13 leuB6 ara-14 proA2 lacY1 galK2
xyl-5 mtl-1) was from the American Type Culture Collection
(ATCC 33694). The E. coli strains S17 (\pir) (Biomedal) and
EB6193 (RP4-2 tet Mu-1 kan::Tn7 integrant; leu-63::1S10 recAl
creC510 hsdR17 endAl zbf-5 uidA(Mul)::pirtthi Sp*/Sm") (de
la Riva et al., 2008) were used for cloning and propagation of
the suicide plasmid pUT-miniTn5 Tc and derived recombinant
constructs. Bacterial cells were grown at 37°C in Luria-Bertani
broth (LB) or in DMEM (GIBCO) supplemented with 1% non-
essential amino acids and 25 mM HEPES, with constant rotation
(150 rpm). When required the following antibiotics were used
at the indicated concentrations: ampicillin (Ap), 100 pg/ml;
kanamycin (Km), 50 pg/ml; rifampicin (Rf), 50 pg/ml; and
tetracycline (Tc), 30 pg/ml. Growth was monitored by measuring
the optical density at 600 nm (ODgqp).

Site Directed Mutagenesis of tcpC Gene
To construct tcpC knockout mutants, a 2059 pb-fragment
encompassing the tcpC gene was amplified by PCR from
EcN genomic DNA using oligonucleotides FWKO-tcpC CGC
GGATCCGATGTCAGAAGCTTTACGAT and RVKO-tcpC
CCGGAATTCCTTGCCCATGAAATAGATCT. Restriction
sites for BamHI and EcoRI were incorporated at the 5'- ends
of the primers (underlined) to facilitate directed cloning of the
amplified fragment into plasmid pUC18Not (Biomedal).
Disruption of the cloned #cpC gene was performed by
insertion of the kan gene into the Stul site located 596 bp
downstream of the ATG codon. The kan cassette was obtained
by PCR amplification from plasmid pKD4 using primer Knl
TCCCCCGGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC  and  Kn2
TCCCCCGGGCATATGAATATCCTCCTTAG (Datsenko and
Wanner, 2000), with the Smal restriction site incorporated
at their 5-end (underlined). This process resulted in the
recombinant plasmid pUC18NotI-tcpC::kan.

The tcpC knockout mutant derived from EcN was generated
by antibiotic marker exchange using the suicide plasmid pUT-
miniTn5 Tc (Biomedal) as described previously (Toloza et al.,

2015). This vector contains the R6K origin of replication,
which functions only in bacteria that contain the gene pir.
The disrupted ftcpC::kan gene was obtained by digestion of
the recombinant pUC18NotlI-tcpC::kan plasmid with Notl and
further subcloned into the Notl restriction site of the suicide
plasmid pUT-miniTn5 Tc. The resulting recombinant plasmid
was propagated into strain EB6193 and introduced into E. coli
S17 (\pir) by electroporation, to be used as a donor strain in
mating experiments aimed at introducing the tcpC mutation
into the EcN chromosome. A Rf-resistant derivative of EcN
(Toloza et al., 2015) was used as the recipient. Transconjugants
were selected for their resistance to Km and Rf on LB plates
and further purified in this medium. After several rounds
of growth at 30°C in this medium, colonies were screened
for sensitivity to Ap and Tc in order to identify which
transconjugants had undergone allelic exchange. Gene disruption
of the target gene was verified by PCR (Supplementary
Figure S1).

Since homologous recombination had not been successful
with ECOR63, the tcpC mutant derived from this strain was
constructed by the one-step inactivation method described
elsewhere (Datsenko and Wanner, 2000). In this case,
recombination requires the phage lambda Red recombinase,
which is synthesized under the control of an inducible promoter
on easily curable plasmid. We transformed ECOR63 with
pKD46 harboring a heat-labile origin and the gene encoding
the ARed recombinase under an arabinose-inducible promoter.
To construct the ECOR63 tcpC::kan mutant, wild-type strain
ECORG63 containing plasmid pKD46 was transformed with the
tcpC::kan fragment obtained by PCR from the recombinant
pUC18Notl-tcpC::kan, and grown in the presence of 100 mM
arabinose at 30°C. Transformants were further grown at 37°C
to loss the plamid. The ECOR63 tcpC::kan mutant was selected
by screening for Km resistance and Ap sensitivity. The correct
insertion of the mutation in the selected strain was confirmed by
PCR (Supplementary Figure S1).

Preparation of OMVs and Cell-Free

Supernatant Fractions

Cell free supernatants (CF-SN) were obtained from bacterial
cultures in LB medium or DMEM supplemented with 1% non-
essential aminoacids and 25 mM HEPES as described previously
(Toloza et al, 2015). Briefly, bacterial cells were pelleted by
centrifugation at 10,000 x g for 20 min at 4°C; the supernatants
were filtered through a 0.22 pm-pore-size filter (Merck Millipore)
to remove residual bacteria and concentrated using a Centricon®
Plus-70 filter device with a molecular weight cutoft of 10 KDa
(Merck Millipore). OM Vs were isolated from this CF-SN fraction
by ultracentrifugation at 150,000 x g for 1 h at 4°C in an
OptimaTM L-90K ultracentrifuge (Beckman Coulter) as described
before (Aguilera et al., 2014). The supernatant obtained in this
step was concentrated twice and used as COF-SN fraction.
Pelleted OMV's were washed twice, resuspended in an adequate
volume of phosphate buffered saline (PBS) and stored at —20°C.
Protein concentration was determined by the method of Lowry
etal. (1951).
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Cell Culture and Growth Conditions

The human colonic cells lines Caco-2 (ATCC HTB37) and T-84
(CCL-248) were obtained from the American Type Culture
Collection. The culture medium for Caco-2 cells was DMEM
High Glucose supplemented with 10% (v/v) FCS, whereas for
T-84 cells the medium was DMEM/F12 Glutamax medium
(Gibco-BRL) with 5% (v/v) FCS. In both cases, media contained
25 mM HEPES, 1% non-essential amino acids, penicillin
(100 U/ml) and streptomycin (100 pg/ml) (Gibco-BRL). Cultures
were incubated at 37°C with 5% CO,. Cells were routinely
subcultured once a week with trypsin-EDTA (Gibco-BRL) and
seeded at a density of 2 x 10° cells in 55 cm? dishes (Caco-2)
or in 75 cm? flasks (T-84) for propagation.

Transepithelial Resistance Measurement
T-84 cells (1 x 10° cells/cm?) were seeded on the apical
compartment of 12 mm polycarbonate Transwell cell culture
inserts (0.4 pm, Transwell Millipore). The basolateral
compartment contained 1.5 ml of the culture medium
supplemented with 10% (v/v) FCS, penicillin and streptomycin.
Cells were grown during 9 days. During growth and
differentiation the medium was changed every 2 days in
both compartments. Monolayer integrity was controlled by
measurement of the transepithelial electrical resistance (TER)
and by visual assessment of cell layer integrity under the
microscope. Prior to apical stimulation with OMVs or culture
supernatants (CF-SN or COF-SN), the medium was changed
to DMEM/F12 Glutamax containing 25 mM HEPES, 1%
non-essential amino acids, and gentamicin (100 pg/ml).

TER was measured with a Millicel-ERS-2 volt-ohmmeter
(Millipore). Before measurement, electrodes were equilibrated
and sterilized according to the manufacturer’s recommendations.
The ohmic resistance of a blank (culture insert without cells) was
measured in parallel. To obtain the sample resistance, the blank
value was subtracted from the total resistance of the sample. The
final unit area resistance (Q.cm?) was calculated by multiplying
the sample resistance (€2) by the effective area of the membrane
(1.12 cm?).

Stimulations were performed at initial TER values greater
than 1000 Q.cm?. CE-SN (2 mg/ml), COF-SN (0.5 mg/ml), or
OMVs (0.1 mg/ml) were added to the apical compartment.
After incubation for 24 h at 37°C, T-84 monolayers cells were
washed with PBS. TER was measured after 1 h stabilization in the
presence of fresh medium without FCS and antibiotics.

RNA Isolation and Quantitative Reverse

Transcription PCR (RT-gPCR)

T-84 (1 x 10° cells/cm?) and Caco-2 (0.5 x 10° cells/cm?) were
seeded on 12-well plates and cultured for 9 days. After 4 h
stimulation with COF-SN (0.5 mg/ml) or OMVs (0.1 mg/ml),
total RNA was extracted from epithelial cells by using the
Mlustra RNAspin Mini kit (GE Healthcare) according to the
manufacturer’s instructions. The concentration and purity of
RNA samples were assessed by the ratio of the absorbance at 260
and 280 nm in a NanoDrop® spectrophotometer. RNA integrity

was verified by visualization of 28S and 18S rRNAs after 1%
agarose/formaldehyde gel electrophoresis.

RNA (1 pg) was reverse transcribed using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems) in a final
volume of 20 1 following manufacturer’s recommendations. RT-
qPCR reactions were performed in a StepOne Plus PCR cycler
(Applied Biosystems) by using the Tagman Gene Expression
Master Mix, and the Tagman probes and primers for human
Z0-1, ZO-2, and occludin (Applied Biosystems), or SYBR®
Green PCR master mix (Applied Biosystems) and specific
oligonucleotides for claudin-1 (Satake et al, 2008), claudin-2
(Zhang et al., 2013), and claudin-14 (BIORAD).

The standard PCR program used was: one denaturation cycle
for 10 min at 95°C followed by 40 cycles of 15 s at 95°C and 1 min
at 60°C. A control reaction was performed in the absence of RNA.
The housekeeping gene B-actin was used as a normalizing gene.
Relative gene expression was calculated as fold-change compared
with control and calculated by means of A ACt formula.

Immunoblotting of TJ Proteins
T-84 cells were grown for 9 days as indicated above for RNA
isolation. After 24 h stimulation with COF-SN or OMVs, cells
were rinsed in PBS and incubated with lysis buffer (50 mM
HEPES pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.2% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 150 mM NaCl, 1.5 mM MgCl,, 1 mM EGTA,
containing 20 pg/ml protease inhibitor cocktail) at 4°C for
1 h. Then, cells were scraped off with a rubber policeman,
transferred to a chilled Eppendorf tube and homogenized for 40 s
whilst on ice using an electrical homogenizer. Samples were then
centrifuged at 20,800 x g for 15 min at 4°C, and the supernatant
was collected and kept at —80°C until use.

Proteins were separated on 10% SDS-PAGE, and transferred
to a Hybond-P polyvinylidene difluoride membrane by using a
Bio-Rad MiniTransblot apparatus. For ZO-1 analysis 7% SDS-
PAGE gels were used. The membrane was blocked in PBS-
0.05% Tween-20 and 5% skimmed milk (blocking solution) for
1 h at room temperature, and then incubated with specific
antibodies against ZO-1 (1:100 dilution), claudin-2 (1:1,000
dilution), occludin (1:1000 dilution) or B-actin (Sigma 1:10,000
dilution) for 16 h at 4°C. The secondary antibody was donkey
anti-rabbit IgG conjugated to horseradish peroxidase, diluted
1:10,000 in blocking solution. B-Actin served as a loading control
to normalize protein expression levels. The protein-antibody
complex was visualized by using the ECL Plus Western blotting
detection system (Amersham Pharmacia Biotech). For protein
quantification, densitometry analysis was done with the software
package Image Studio™ Lite from LI-COR Biosciences.

Immunofluorescence Labeling

Caco-2 cells were grown for 5-7 days in an 8-well chamber
slide (pu-Slide 8 well Glass bottom, Ibidi). Then, cells were
stimulated with COF-SN (0.5 mg/ml) or OMVs (0.1 mg/ml)
for 24 h at 37°C. After washing with PBS cells were fixed with
3% paraformaldehyde in PBS, permeabilized with 0.05% saponin
(Sigma-Aldrich) and blocked using PBS containing 1% bovine
serum albumin. The TJ proteins ZO-1, claudin-2 and occludin
were stained using, respectively, anti-ZO-1 (5 pg/ml, Invitrogen),
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anti-claudin-2 (5 pg/ml, Abcam) rabbit IgG antibodies, and anti-
occludin mouse IgG antibody (0.5 pg/ml, Invitrogen) for 16 h
at 4°C, followed by incubation with Alexa Fluor 488-conjugated
F(ab’)2 goat anti-rabbit IgG (H+L) (5 pg/ml, Invitrogen) or
Alexa Fluor 488 - conjugated F(ab’)2 goat anti-mouse IgG (H+L)
(5 pg/ml, Invitrogen) for 2 h at 37°C. Nuclei were labeled
with DAPI (0,125 pg/ml, Sigma-Aldrich) for 20 min at room
temperature.

Confocal Microscopy and Image

Analysis

Confocal microscopy was carried out using a Leica TCS SP2
confocal microscope equipped with an Ar, an Ar-UV and
a HeNe lasers. 12-bit images were obtained using a 63x
1.32NA oil immersion objective and an image resolution of
0.232 x 0.232 x 0.488 pm/voxel (x, y, z, respectively). Images
were analyzed using Fiji (Schindelin et al., 2012). For quantitative
analysis of ZO-1 and occludin, T] were traced using the Tubeness
plugin and projected by maximum intensity projection. The
projected image was segmented using Lis Minimum Cross
Entropy thresholding method (Li and Tam, 1998) and the
resulting segmented region of interest was used to measure mean
intensity in the maximum intensity projected original image
(Supplementary Figure S2).

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS (version 20.0,
Chicago, IL, USA) software package with pooled data from at
least three independent biological replicates. The values for all
measurements are presented as the mean =+ standard error.
Differences between more than two groups were assessed using
one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Significance was
stablished when p < 0.05.

RESULTS

ECOR Strains That Contain the tcpC
Gene Increase TER in T-84 Monolayers

The positive effects of the probiotic EcN on intestinal barrier
function have been attributed to TcpC, a protein that mediates
upregulation of the TJ protein claudin-14 (Hering et al., 2014).
To search for other intestinal E. coli strains with TJ-barrier-
strengthening ability, we screened the ECOR collection (Ochman
and Selander, 1984) for the presence of tcpC sequences. Using
the information available at NCBI' we identified five tcpC-
positive ECOR strains, namely ECOR53, 56, 57, 60, and 63
(Schubert et al., 2010). Like EcN, all of the strains belong to the
phylogenetic group B2, associated with virulent strains that cause
extra-intestinal infections. ECOR53 and ECOR63 were isolated
from healthy human stools, whereas ECOR56 and ECOR60 were
isolated from patients with urinary tract infection. ECOR57
was from a healthy gorilla (STEC Center)®. Studies to identify

Uhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov
Zhttp://www.shigatox.net/new/reference-strains/ecor.html

potential virulence markers among the ECOR strains showed
that all of these strains, except ECOR57 and ECOR63, expressed
functional haemolysin and caused strong cytotoxicity in the
murine macrophage cell line J774 (Lai et al., 1999). With this
information, we excluded the cytotoxic strains from this study.

We previously showed that ECN CF-SN have a positive impact
on the TER of epithelial cell monolayers and prevent barrier
disruption caused by pathogens (Toloza et al., 2015). To test the
ability of tcpC-positive strains ECOR63 and ECOR57 to strength
the epithelial barrier, T-84 monolayers were incubated for 24 h
with CF-SN (2 mg/ml) collected from LB cultures, and TER
was measured before and after the treatment period. CF-SN
obtained from EcN cultures (positive control) or from HB101
(negative control) were processed in parallel. We also included
the intestinal isolate ECOR12 (fcpC-negative) for comparison.
Only the tcpC-positive strains increased TER, whereas the
laboratory strain HB101 or the commensal ECOR12 had no effect
on this parameter (Figure 1). These results are in accordance
with those reported by Hering et al. (2014). As ECOR57 is not
of human origin we selected ECORG63 for further studies.

The Positive Effects of ECN and ECOR63
on TER Are Mediated by Soluble and

Vesicle-Associated Factors

Since no information was available on the mechanism of TcpC
secretion, we sought to analyze whether the TcpC effect was
associated with OMVs. For this approach, we constructed tcpC
mutants derived from both EcN and ECOR63 strains. These
mutants, as well as the parental wild-type strains, were grown
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FIGURE 1 | Escherichia coli reference collection (ECOR) strains
bearing tcpC gene increase TER in T-84 cell monolayers. The effect on
TER of the indicated Escherichia coli strains from the ECOR collection was
analyzed in T-84 monolayers in comparison with the probiotic EcCN and the
laboratory strain HB101. TER values were measured before and after 24 h
incubation with cell-free supernatants (CF-SN) (2 mg protein/ml) collected
from LB cultures (n = 3 independent biological replicates). Data are presented
as percentage of increase in TER from the initial value. 2significance against
untreated control cells (p < 0.001).
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overnight in LB. Cultures were centrifuged and the supernatant
was filtered to eliminate bacteria and obtain the corresponding
CE-SN samples. An aliquot of each CF-SN was centrifuged at
150,000 x g for 1 h to isolate OMVs. The potential of these
fractions to stimulate TER was analyzed on T-84 cell monolayers
after 24 h incubation (Figure 2A). Regarding the probiotic EcN,
the tcpC mutation significantly diminished the capacity of CF-
SN to increase TER values. In contrast, CF-SN collected from the
ECOR®63 tcpC mutant increased TER to levels comparable to the
wild-type strain. Analysis of TER in monolayers challenged with
bacterial OMVs (0.1 mg/ml) revealed the potential of EcN and
ECOR®63 vesicles to increase TER. For both strains, this effect was
TepC- independent.

Protein components of the rich LB medium interfere with
the protein quantification of CF-SN samples. Therefore, to better
analyze the effect of released soluble mediators on TER, wild-
type EcN and ECOR63, and the derived fcpC mutants were
grown in DMEM. After 8 h growth (exponential phase), cells
were removed by centrifugation and the CF-SN were processed to
isolate OMVs from the secreted soluble fraction (COF-SN). The
potential of these fractions to stimulate TER was analyzed on T-
84 cell monolayers after 24 h incubation (Figure 2B). The results
obtained after stimulation with OMVs (0.1 mg/ml) or COF-SN
(0.5 mg/ml) collected from DMEM cultures were comparable
to those achieved with samples isolated from LB cultures.
Introduction of the tcpC mutation only significantly diminished
the barrier strengthening capacity of COF-SN from EcN. Overall,
these results indicate that both soluble and vesicle-associated
factors mediate the positive effects of ECN and ECOR63 on TER.
Moreover, they suggest that TcpC secretion is not associated
with OMVs, and that, in addition to TcpC, commensal ECOR63
releases other factors that can modulate the strength of the
epithelial barrier.

Expression Analysis of TJ Proteins in
Intestinal Epithelial Cells Challenged
with OMVs or Soluble Factors Released

by EcN and ECOR63

As the observed effects on TER pointed to changes in TJ
proteins, expression of genes encoding several barrier-relevant T]
proteins was analyzed in T-84 cells. In this study, we included
proteins known to be regulated by the probiotic EcN, such as
Z0-1, ZO-2, and claudin-14 (Ukena et al., 2007; Zyrek et al.,
2007; Hering et al., 2014), and others like occludin, claudin-1
and claudin-2. T-84 monolayers (9 days post-confluence) were
apically stimulated for 4 h with OMVs (0.1 mg/ml) or COF-
SN (0.5 mg/ml) collected from exponential DMEM cultures
of the two wild-type strains EcN and ECOR63, and from the
tcpC mutants. Untreated monolayers served as a control. The
mRNA levels of the indicated TJ proteins were measured by RT-
qPCR (Figure 3A). The results show transcriptional regulation
of ZO-1, claudin-2, and claudin-14 by the two types of bacterial
samples (OMVs and COF-SN) from either EcN or ECORG63.
Specifically they promoted upregulation of ZO-1 and claudin-
14, and downregulation of claudin-2 (Figure 3A, plain bars).
In contrast, mRNA levels of ZO-2, occludin and claudin-1
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FIGURE 2 | The impact of ECOR63 and EcN on TER depends on both
released soluble factors and OMVs. (A) TER analysis of T-84 monolayers
after 24 h incubation with CF-SN (2 mg/ml) (containing both released soluble
mediators and OMVs) or isolated OMVs (0.1 mg/ml) from overnight cultures in
LB medium of the wild-type strains EcN (white bars) and ECORG3 (gray bars)
and from their corresponding tcpC mutants (doted bars). (B) TER analysis of
T-84 monolayers after 24 h incubation with COF-SN (0.5 mg/ml) (containing
only released soluble mediators) or isolated OMVs (0.1 mg/ml) from DMEM
exponential cultures of the same wild-type strains (plain bars) and tcpC
mutants (doted bars). In both panels, data are presented as changes in TER
(%) from the initial value (n = 3 independent biological replicates).
asignificance against untreated control cells (p < 0.05); Psignificance tcpC
mutant vs. wild-type (p < 0.002).

were not significantly altered under any incubation condition,
as their mRNA levels remained similar to those of control
monolayers.

Regarding the effect of COF-SN, upregulation of ZO-1 and
claudin-14 was almost abolished by TcpC deficiency in EcN, and
significantly weakened in the case of ECOR63 tcpC (Figure 3A,
dotted bars). These results show that TcpC contributes to the

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org

December 2016 | Volume 7 | Article 1981


http://www.frontiersin.org/Microbiology/
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Microbiology/archive

Alvarez et al. Microbiota-OMVs Modulate Epithelial Tight Junctions
T-84 cells
A
4 - b
5 COF-SN OMVs

Relative mRNA expression over control

1,5
1
0,5 4
04
20-1 20-2 Ocludin  Claudin-1 Claudin-2 Claudin-14
Caco-2 cells
B
3
b
25 COF-SN

Relative mRNA expression over control
o
v

20-1

20-2

Ocludin

wild-type (p < 0.02).

Claudin-1 Claudin-2 Claudin-14

FIGURE 3 | Gene expression levels of tight junction proteins in the intestinal epithelial cell lines T-84 (A) or Caco-2 (B). Cell monolayers were challenged
for 4 h with COF-SN (0.5 mg/ml) or OMVs (0.1 mg/ml) from EcN (white bars), EcN tcpC::kan (doted white bars), ECOR63 (gray bars) or ECORG3 tcpC::kan (doted
gray bars). Relative mRNA levels of the indicated proteins were measured by RT-gPCR, using B-actin as the reference gene. Data are presented as fold-change
compared to untreated control cells (n = 3 independent biological replicates). 2Significance against untreated control cells (p < 0.04); Psignificance tcpC mutant vs.
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transcriptional regulation of ZO-1 and claudin-14, and suggest
that other released factors may contribute to this regulation
in ECOR63. In contrast, TcpC deficiency did not result in
noticeable changes in claudin-2 mRNA levels compared to
COE-SN collected from wild-type EcN and ECORG63, thus
ruling out the contribution of TcpC to the transcriptional
control of claudin-2. Considering the effect of OMVs, no
significant differences in the mRNA levels of ZO-1, claudin-2 or
claudin-14 were observed between cells stimulated with OMV
samples isolated either from the wild-type or the tcpC mutants
(Figure 3A).

The expression of T] proteins was also analyzed in Caco-2
monolayers. In general, the results show a similar transcriptional
pattern, that is, upregulation of ZO-1 and claudin-14, and
down-regulation of claudin-2 (Figure 3B). As in T-84 cells,
transcriptional regulation of these proteins by OMVs was not
affected by the tcpC mutation, but the relative mRNA levels

of ZO-1 and claudin-14 were lower in Caco-2 cells (below 2-
fold). Regarding stimulations with COF-SN, expression of ZO-1
and claudin-2 followed the same pattern as in T-84 cells. It
was noticeable that the effect of COF-SN from ECOR63 and
ECOR63 tcpC on ZO-1 expression was clearly lower than in
the T-84 cell line, with relative mRNA levels that were around
50% of those achieved in T-84 monolayers (Figure 3). The lower
response of Caco-2 cells to ECOR63 COF-SN could explain the
lack of claudin-14 induction in this cell line. A 50% reduction
in the relative claudin-14 mRNA levels observed in T-84 cells
challenged with ECOR63 COF-SN (Figure 3A) may correlate in
Caco-2 cells with mRNA levels close to those of untreated cells
(Figure 3B).

We next undertook Western blot experiments to assess
the regulation of ZO-1 and claudin-2 expression by soluble
and vesicle-associated factors secreted by EcN and ECOR63.
Occludin expression was analyzed as a control of a non-regulated
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(Continued)

protein. Immunoblotting analysis was performed in T-84 cell
monolayers after 24 h incubation with extracellular samples
from both wild-type and tcpC mutant strains (Figure 4).
Densitometry quantification and normalization to PB-actin
confirmed downregulation of claudin-2 by all samples, with a
30-40% reduction in claudin-2 levels compared to the untreated
control (Figure 4B). Regarding ZO-1, the results depend on
whether T-84 cells were incubated with COF-SN or OMVs.
Significant increases in ZO-1 were observed in cells treated
with either wild-type EcN or ECOR63 COF-SNs. As expected,
in cells incubated with COF-SN from the EcN #cpC mutant,
ZO-1 protein levels did not significantly differ from those of
untreated control cells. However, although ZO-1 levels achieved
upon stimulation with supernatants from the ECOR63 tcpC
mutant were slightly lower, they did not significantly differ
from those of cells incubated with supernatants from the wild-
type strain. Consistent with RT-qPCR data, OMVs triggered a
significant increase in ZO-1 protein levels independently of the
producer strain (Figure 4B). Quantification of occludin levels
also confirmed that expression of this protein remained similar
to those of untreated monolayers.

Immunofluorescence Microscopy
Analysis of TJ Confirm Regulation of
Z0-1 and Claudin-2 by Factors Secreted
by EcN and ECOR63

To confirm the impact of TcpC and other soluble and vesicle-
secreted factors on TJ, we carried out immunofluorescence
staining, followed by confocal laser scanning microscopy of ZO-
1 and claudin-2. Occludin was analyzed in parallel as a control
of a non-regulated protein. This analysis was performed in
Caco-2 monolayers challenged for 24 h with COF-SN or OMVs
isolated from wild-type EcN and ECOR63 and the derived tcpC
mutants. Untreated Caco-2 cells and Caco-2 cells incubated
with samples collected from ECORI12, which did not exhibit
the ability to strengthen the epithelial barrier, were processed
in parallel as a control. After 24 h incubation, cells were fixed
and stained for the indicated proteins. Representative images are
presented in Figure 5 (for occludin and claudin-2) and Figure 6
(for ZO-1). As expected, no differences in the fluorescence
signal of any of the three proteins were observed in cells
treated with ECOR12 samples with respect to the untreated
control cells. The results for cells incubated with EcN and
ECORG63 samples correlated with mRNA and protein expression
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FIGURE 5 | Immunofluorescence staining for occludin and claudin-2 in Caco-2 cells treated for 24 h with COF-SN or OMVs from the indicated
bacterial strains. Immunostaining of occludin (left) and claudin-2 (right) was carried out in Caco-2 cells at 5 days after seeding (n = 3 independent biological
replicates). Images are color coded with Fire look-up table and its calibration bar is shown on the right. Scale bar, 20 um.
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data. Consistently, no significant treatment-associated changes
were observed for occludin, whereas the claudin-2 signal was
diminished in cells treated with either COF-SN or OMV's isolated
from EcN and ECORG63, independently of whether they were
positive or negative for TcpC (Figure 5). Notice that the claudin-
2 signal was mainly localized in the cytoplasm. Since our analysis
was performed in cells grown for 7 days, this observation is
consistent with results from a time course analysis of claudin-2
immunofluorescence staining in Caco-2 cells, reported elsewhere
(Fisher et al.,, 2014). After 3 days of cell seeding, the claudin-
2 signal appeared to be diffusely distributed in the cytoplasm,
whereas the progressive location of claudin-2 along T] could
be observed later during cell differentiation, such as at 21 days
(Fisher et al., 2014). Concerning the upregulated ZO-1 protein,
microscopy images showed an increased signal in the cell
boundaries of Caco-2 monolayers treated with wild-type EcN
or ECOR63 COF-SN, whereas this increase was not apparent
in cells incubated with COF-SN collected from cultures of the
tcpC mutants. In this case, ZO-1 signals were similar to those of
control cells (Figure 6A). OMVs isolated from EcN and ECOR63
also promoted an increase in the peripheral ZO-1 signal, and this
effect was not abolished by the tcpC mutation (Figure 6A).

The ZO-1 signal was quantified in TJ, as described
in the section “Materials and Methods” and illustrated in
Supplementary Figure S2. The results presented in Figure 6B
reveal a statistically significant increase in T] ZO-1 after
treatment with COF-SN from EcN and ECOR63, but not after
incubation with supernatants from the derived fcpC mutants
(data collected from five independent biological experiments,
mean of total cells analyzed for each experiment = 94 £ 6.16).
Quantification analysis also confirmed that the ZO-1 increase
triggered by EcN or ECOR63 OMVs was TcpC-independent
(data collected from three independent biological experiments,
mean of total cells analyzed in each experiment = 104 &+ 15.30).
Quantification of the occludin signal using the same software
ruled out significant changes in the junctional localization of this
protein between treated and untreated cells. The analysis of three
independent replicates with a mean of 127.26 &+ 28.43 cells per
experiment yielded arbitrary intensity units around 500-600 for
all conditions (not shown).

DISCUSSION

It is now well-known that gut microbiota is a source of regulatory
signals that influence the maturation and function of the
digestive and immune systems. In this context, the intestinal tract
requires barrier and regulatory mechanisms to control reciprocal
interactions between commensal bacteria, the epithelium and the
mucosal immune system that prevent aberrant responses and
preserve homeostasis. Conditions that compromise the integrity
of the epithelial barrier are the basis of a wide range of illnesses,
with special impact on inflammatory bowel diseases. As certain
commensal bacteria modulate the integrity of the epithelial
barrier, potential clinical applications of gut microbes are being
explored to reduce increased intestinal permeability and improve
the clinical status of such gastrointestinal diseases. Besides

anti-inflammatory effects, upregulation and redistribution of T]J
proteins are among the multiple mechanisms used by these
microbes to improve the epithelial barrier function. The probiotic
EcN is a good intestinal colonizer that has been licensed for use in
human medicine to treat several disorders of the gastrointestinal
tract. Its therapeutic efficacy in the remission of ulcerative colitis
has been proved through clinical trials (Kruis et al, 2004;
reviewed by Scaldaferri et al., 2016). In addition, the effectiveness
of this probiotic in the amelioration of induced experimental
colitis in mice is well-documented (Grabig et al., 2006; Ukena
et al., 2007; Garrido-Mesa et al., 2011; Olier et al., 2012; Souza
etal., 2016). The ability of EcN to decrease intestinal permeability
and cure leaky gut may be attributed, at least in part, to its
ability to strength TJ. In vivo upregulation of ZO-1 by EcN
suspensions was evidenced in both healthy and dextran sodium
sulfate-treated mice (Ukena et al., 2007), whereas in vitro studies
showed upregulation of ZO-2 (Zyrek et al., 2007) or claudin-14
(Hering et al., 2014), depending on the epithelial cell line used.
In the gut, communication between microbiota and the host
mainly relies on secreted factors that can go through the mucus
layer and reach the epithelium. Thus, membrane vesicles released
by commensal strains are emerging as key players in signaling
processes in the intestinal mucosa. We have recently shown that
EcN OMVs, as well as vesicles produced by other commensal
E. coli strains, are internalized by epithelial cells through clathrin-
mediated endocytosis (Canas et al., 2016) and mediate signaling
events to the immune system through the intestinal epithelial
barrier (Fabrega et al., 2016). Here we aim to analyze the impact
of EEN OMVs on the integrity of the intestinal epithelial barrier.
In HT-29/B6 monolayers, the TER increase and upregulation
of claudin-14 by EcN was attributed to TcpC, a secreted protein
present in the culture supernatant. No other regulatory effects
on TJ proteins were apparent in this cellular model (Hering
et al., 2014). Upon removal of bacteria, culture supernatants
contained both OMVs and soluble factors. Thus, we isolated the
released vesicles from the putative active factors secreted in a
soluble form (COF-SN), and tested both extracellular fractions
independently. We extended our study to other tcpC-positive
E. coli strains from the ECOR reference collection, and confirmed
that their culture supernatants stimulated TER in T-84 cell
monolayers. Like EcN, these tcpC-positive isolates fit into the
phylogenetic group B2, which is associated with virulent strains
that cause extra-intestinal infections. In fact, TcpC is highly
prevalent in Gram-negative pathogens. This protein contains
a Toll/IL-1 receptor (TIR)-binding domain, which mediates its
interaction with Myd88 and inhibits toll-like receptor signaling
pathways. By this mechanism, TcpC impairs innate immunity,
causing inflammation and tissue damage (Cirl et al, 2008;
Yadav et al, 2010). However, in spite of its virulent nature,
TcpC have a positive impact on the epithelial barrier (Hering
et al, 2014). TcpC, like the immunomodulin colibactin, are
among the virulence factors encoded in the EcN genome that
contribute to its probiotic activity. Colibactin is a non-ribosomal
peptide-polyketide synthesized by enzymes encoded in the pks
island, which displays both genotoxic and anti-inflammatory
effects. Mutations that abolish colibactin synthesis greatly reduce
the beneficial activity of EcN in the modulation of cytokine
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expression and amelioration of experimental colitis in mice
(Olier et al., 2012). The prevalence of extraintestinal virulence
determinants in commensal E. coli B2 isolates has been explained
on the basis that these determinants are in fact survival factors
that can increase the fitness of the strains within the normal gut
environment (Le Gall et al., 2007).

Our results showed that the strengthening activity of EcN
and ECORG63 (the selected tcpC-positive strain lacking cytotoxic
activity) does not exclusively depend on TcpC. Several facts point
to the contribution of other bacterial effectors. First, partition of
the culture supernatants revealed that both OMVs and soluble
factors (COF-SN) collected from these strains increased the TER
of T-84 cell monolayers upon 24 h incubation. Second, TcpC
deficiency did not alter the OMV-stimulatory activity, and only
diminished the effect of COF-SN collected from EcN. Overall,
these results show for the first time the ability of secreted
microbiota vesicles to modulate the integrity of the epithelial
barrier, and also indicate that TcpC is not exported through
OMVs. In addition, they reveal that these strains, especially
ECORG®63, secrete soluble active factors other than TcpC that have
a great impact on the epithelial barrier.

Quantitative reverse transcription PCR analyses were
undertaken to evaluate the capacity of these soluble and
vesicular-secreted fractions to regulate the expression of selected
TJ proteins. Neither OMVs nor COF-SN from the two strains
triggered significant changes in the mRNA levels of ZO-2,
occludin or claudin-1. Regarding ZO-2, studies performed in
the same cellular models used here (T-84 and Caco-2 cells)
revealed upregulation of this protein upon incubation with
EcN suspensions (Zyrek et al., 2007). As we stimulated the
epithelial cell monolayers with secreted EcN fractions, we may
speculate that EcN-mediated upregulation of ZO-2 depends on
bacteria-associated factors. Concerning the other genes analyzed
in this study, our results showed upregulation of claudin-14 and
Z0O-1, and downregulation of claudin-2. Interestingly, all these
effects were mediated either by OMVs or COF-SN collected from
the two strains.

Regarding claudin-14, upregulation of this protein by COF-
SN samples was in agreement with the literature on EcN
supernatants, as this effect mainly relies on TcpC (Hering et al.,
2014). Nevertheless, in ECOR63, TcpC deficiency did not result
in a significant reduction of claudin-14 mRNA levels, at least
in the T-84 cellular model. This confirms the presence of other
active soluble factors in the COF-SN samples from ECOR63.
Moreover, OMVs isolated from both EcN and ECOR63 strains
also triggered upregulation of claudin-14 in a TcpC-independent
manner.

In the case of ZO-1, our results indicate that the in vivo
upregulation of this protein by EcN (Ukena et al., 2007) may
be attributed to TcpC and released OMVs. Here, expression of
this protein was analyzed at both mRNA and protein levels.
In all conditions tested, ZO-1 protein quantified by Western
blot correlated well with the corresponding mRNA levels, which
points to transcriptional regulation of the gene. As expected,
upregulation of ZO-1 by bacterial OMVs did not depend on
TepC. Regarding the activating activity of COF-SN samples, the
results differed depending on the strain. In EcN, upregulation of

Z0-1 by COF-SN depends on TcpC exclusively, but in ECOR63
other soluble secreted factors existing in the corresponding
sample could contribute to modulating ZO-1 expression. Notice
that ZO-1 mRNA levels in T-84 cells treated with COF-SN from
ECORG63 tcpC::kan were still significantly higher than those of
untreated controls. Immunofluorescence staining followed by
confocal laser scanning microscopy evidenced enhanced ZO-1
staining in the cell boundaries of monolayers treated with EcN
or ECOR63 samples, but not in cells incubated with ECOR12
samples. In stimulated Caco-2 monolayers, enhanced expression
of ZO-1 correlates with an increased TJ-associated ZO-1 signal,
except for cells treated with COF-SN collected from the ECOR63
tcp mutant. In this case, the increase in TJ-associated ZO-1 signal
was not statistically significant.

In addition to TJ proteins that are known to be regulated
by EcN, in this study we included the leaky protein claudin-
2, which plays an opposing role to other TJ proteins. This is a
pore-forming protein that facilitates cation and water secretion
by epithelial cells. Stimuli that raise claudin-2 levels result in
increased barrier permeability (Luetting et al., 2015). Increased
expression of claudin-2 has been reported in the gut epithelia
of patients with ulcerative colitis and Crohn’s disease (Hering
et al, 2012; Landy et al., 2016). Pathogens like Salmonella
increase claudin-2 expression to facilitate bacterial invasion
(Zhang et al., 2013). Microbial toxins, such as cholera toxin
or Staphylococcal enterotoxin B, also promote upregulation of
claudin-2, and thus compromise the intestinal epithelial barrier
(Liu et al., 2013). In contrast, downregulation of claudin-2 is part
of the mechanism used by some probiotic strains to enhance
the intestinal barrier function (Ewaschuk et al., 2008). Our
study shows for the first time the capacity of EcN to decrease
claudin-2 expression. By means of gene and protein expression
analyses, we provide evidence that downregulation of claudin-
2 by EcN is mediated by released OMVs as well as by soluble
factors, other than TcpC. In addition to the known effects of
EcN on expression of the sealing T] proteins ZO-1 and claudin-
14, downregulation of claudin-2 can contribute to the efficacy
of this probiotic in the treatment of intestinal infections and
inflammatory diseases. Secreted OMVs and microbial factors
from ECOR63, which belongs to the phylogenetic group B2 like
EcN, also decrease claudin-2 expression. However, commensal
ECORI12 (phylogenetic group A), which does not reinforce
the TER of the epithelial barrier, does not modulate claudin-2
expression.

CONCLUSION

This study addresses the impact of bacterial secreted factors on
the expression of T] proteins that are known to be regulated by
EcN, as well as other proteins described here for the first time,
like claudin-2. To the best of our knowledge, this is the first
study providing evidence that OMVs from certain commensal
E. coli strains, specifically EcN and ECOR63, increase epithelial
barrier function through upregulation of ZO-1 and claudin-
14, and downregulation of the leaky protein claudin-2. These
regulatory effects are not mediated by TcpC. We have previously
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reported that OMVs released by the probiotic EcN induce IL-
22 expression in colonic explants (Fébrega et al., 2016). This
cytokine, mainly expressed by immune cells, targets epithelial
cells and reinforces the intestinal barrier, thus limiting the access
of microbial compounds and allergens to the systemic circulation.
Thus, our studies show that OMVs contribute to reinforcing
the epithelial barrier integrity directly through transcriptional
regulation of TJ proteins and indirectly through regulation of
IL-22.

Besides OMVs, the soluble secreted TcpC protein also
contributes to the upregulation effect of ZO-1 and claudin-14.
In contrast, this protein has no effect on the transcriptional
regulation of claudin-2. Thus, these microbiota strains release
other bioactive factors that contribute to the reinforcement of the
epithelial barrier.
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Abstract

Background: Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) is a probiotic used in the treatment of intestinal diseases. Although
it is considered safe, EcN is closely related to the uropathogenic E. coli strain CFT073 and contains many of its
predicted virulence elements. Thus, it is relevant to assess whether virulence-associated genes are functional in EcN.
One of these genes encodes the secreted autotransporter toxin (Sat), a member of the serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATEs) that are secreted following the type V autotransporter pathway. Sat
is highly prevalent in certain £ coli pathogenic groups responsible for urinary and intestinal infections. In these
pathogens Sat promotes cytotoxic effects in several lines of undifferentiated epithelial cells, but not in differentiated
Caco-2 cells.

Results: Here we provide evidence that sat is expressed by EcN during the colonization of mouse intestine. The
EcN protein is secreted as an active serine protease, with its 107 kDa-passenger domain released into the medium
as a soluble protein. Expression of recombinant EcN Sat protein in strain HB101 increases paracellular permeability
to mannitol in polarized Caco-2 monolayers. This effect, also reported for the Sat protein of diffusely adherent E.
coli, is not observed when this protein is expressed in the EcN background. In addition, we show that EcN
supernatants confer protection against Sat-mediated effects on paracellular permeability, thus indicating that other
secreted EcN factors are able to prevent barrier disruption caused by pathogen-related factors. Sat is not required
for intestinal colonization, but the EcNsat::cat mutant outcompetes wild-type EcN in the streptomycin-treated
mouse model. Analysis of the presence of sat in 29 strains of the ECOR collection isolated from stools of healthy
humans shows 34.8 % positives, with high prevalence of strains of the phylogenetic groups D and B2, related with
extra-intestinal infections.

Conclusions: Sat does not act as a virulence factor in EcN. The role of Sat in intestinal pathogenesis relies on other
genetic determinants responsible for the bacterial pathotype.

Keywords: Escherichia coli Nissle 1917, Probiotic, Secreted autotransporter toxin (Sat), Serine protease
autotransporters of Enterobacteriaceae (SPATES)
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Background

Escherichia coli Nissle 1917 (EcN) (serotype O6:K5:H1)
is a Gram-negative probiotic used in the treatment of in-
testinal disorders, especially inflammatory bowel diseases
[1-3]. This strain, originally isolated from a soldier who
survived a severe outbreak of diarrhoea during the First
World War, is a good colonizer of the human gut and
positively affects gastrointestinal homeostasis and micro-
biota balance. EcN modulates the expression of antimicro-
bial peptides, increases secretion of IgA and mucin, and
promotes anti-inflammatory modulation of the immune
response [4]. In addition, this probiotic modulates the in-
testinal epithelial barrier through upregulation and redis-
tribution of tight junction proteins [5-7].

The EcN genome has been sequenced (genome size
5,441,200 bp) and is predicted to contain 5,324 coding
sequences, among which 190 genes are strain-specific
[8, 9]. EcN is furnished with a large repertoire of fitness
factors that promote its competitiveness, which prob-
ably explains its success as a probiotic. Among these
fitness factors there are microcins, iron uptake systems,
adhesins and proteases that contribute to the
colonization of the human gut [10-12]. Genes encoding
these factors are mainly clustered in genomic islands
and some smaller groups. Comparative genomic
hybridization studies and genome sequencing revealed
that the probiotic strain EcN is closely related to the
uropathogenic E. coli strain (UPEC) CFT073 [9, 12].
Even though the two strains use different communica-
tion strategies with the host, their gene profiles are very
similar (differing only in a few hundred genes). EcN
lacks genes encoding defined virulence factors such as
haemolysin and P-fimbrial adhesin, but most of the pre-
dicted CFTO073 virulence elements are also present in
the EcN genome. A transcriptomic analysis revealed
that many UPEC virulence-related genes are expressed
in the probiotic EcN [13]. The borderline between viru-
lence and fitness factor is in some cases diffuse, as viru-
lence depends on factors that increase fitness during
colonization of specific host niches. One of these fac-
tors is the secreted autotransporter toxin Sat, encoded
in EcN by a gene located in the genomic island II. Sat
belongs to the subfamily of serine protease autotran-
sporters of Enterobacteriaceae (SPATEs). This family is
composed of extracellular proteases with diverse func-
tions, normally associated with virulence of Gram-
negative pathogens, which are secreted by the type Va
secretion pathway [14, 15]. These proteins display the
typical features of autotransporters: an N-terminal sig-
nal sequence, a passenger domain secreted into the
extracellular medium and a C-terminal -barrel domain
involved in protein translocation through the outer
membrane. Proteins of the SPATE family have been
classified into two main groups according to their
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structure and activity as well as to phylogenetic criteria.
Class I includes proteins with cytotoxic activity and
class II comprises non-cytotoxic proteins with roles in
colonization and immunomodulation [16, 17].

Sat is a class I protease synthesized as a precursor
(142 kDa) and processed at the N-terminal end on its
way to the periplasmic space via the Sec secretion sys-
tem (residues 1-49). This protein is subsequently self-
transported through the outer membrane and undergoes
another proteolytic cleavage which releases the protease
domain (residues 50-1018; 107 kDa) and keeps the C-
terminal domain anchored to the outer membrane (resi-
dues 1019-1295; 31 kDa) [18]. Sat function has been
studied in pathogens, specifically in the UPEC strain
CFT073, and in Afa/Dr difussely adherent E. coli
(DAEC) responsible for urinary tract and intestinal in-
fections. In vitro studies showed that Sat from UPEC
strains displays proteolytic activity on casein, spectrin,
fodrin and coagulation factor V. Mucin, pepsin or IgA
were not degraded by Sat [18-20]. In several cellular
models of kidney, bladder and undifferentiated epithelial
cells Sat promotes cytotoxic effects including vacuoliza-
tion, autophagy and cell detachment [18, 21, 22]. Studies
using subclonfluent HeLa cells exposed to Sat from Afa/
Dr DAEC strains revealed that these cytotoxic effects
are preceded by F-actin cytoskeleton disassembly [22].
Moreover, several reports provide evidence that Sat is in-
ternalized by host cells and localized both in the cytosol
and in nucleus [20, 22]. In differentiated Caco-2 cells,
this toxin induces rearrangements of the tight junctions-
associated proteins ZO-1 and ZO-2 and occludins, lead-
ing to an increase in both fluid dome formation and
paracellular permeability to small molecules like manni-
tol, without altering the monolayer transepithelial elec-
trical resistance (TER). In this model, Sat of DAEC does
not modify the paracellular permeability to fluorescein-
5-sulphonic acid (478 Da), nor does it trigger dissoci-
ation of the F-actin network [23]. No experimental evi-
dence of Sat-mediated proteolysis of tight junction-
proteins has been reported to date. In vivo experiments
carried out with Sat from a DAEC strain isolated from a
child with diarrhea showed that this toxin induces fluid
accumulation and histological effects in rabbit ileon
loops. However, the intensity of the observed effects dis-
played great variation between animals, suggesting that
other host factors may influence the establishment of
diarrheal diseases [24].

As EcN is considered a safe probiotic [4, 25] it is
relevant to test whether virulence-associated genes
are expressed and whether the encoded proteins are
functional. We report here the expression of sat dur-
ing the colonization of the mouse intestine by EcN,
and provide evidence that EcN Sat is a functional
protease. We report that the negative effects of Sat
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on the paracellular permeability of Caco-2 monolayers
in vitro are not seen in the probiotic strain. In
addition, we have performed colonization experiments
using the streptomycin-treated mouse model, as well
as a PCR survey to evaluate prevalence of sat among
the E. coli reference collection (ECOR) strains from
human intestinal origin. Our results indicate that the
putative pathogenic role of Sat in the intestinal tract
depends on the expression of other strain virulence
determinants.

Methods

Bacterial strains and growth conditions

E. coli strains and plasmids used in this study are listed
in Table 1. Bacterial cells were routinely grown at 37 °C
in Luria-Bertani broth (LB). When indicated, cells were
grown in minimal medium (MM) [26] supplemented
with 0.2 % glucose and 0.02 % casamino acids [13] or
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium). Growth
was monitored by measuring the optical density at
600 nm (ODgqp). Bacterial cells were counted by platting
serial dilutions on LB-plates containing the appropriate
antibiotic. When required, ampicillin (Ap) (100 pg/ml),
chloramphenicol (Cm) (20 pg/ml), streptomycin (Sm)
(100 pg/ml), rifampicin (Rf) (25 pg/ml) or tetracycline
(Tc) (12.5 pg/ml) was added to the medium. Expression
of B-galactosidase was achieved by addition of 5 mM
isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) to the
culture medium.

Table 1 Strains and plasmids used in this study
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Construction of mutant strains

Rf- or Sm-resistant mutants were obtained by spontaneous
mutation. To construct an EcN isogenic saz mutant, the 3
Kb-fragment encoding the Sat passenger domain was amp-
lified with primers Mut-sat-Fw ACAGGATCCGCAAA
TATTGATATATATCAAATGTATGG) and Mut-sat-
Rev (ACAGAATTCGTTGACCTCAGCAAGGAAG) and
cloned into the EcoRI/BamHI restriction sites of plasmid
pUC18Not (Biomedal). The resulting recombinant plas-
mid was then digested with Swal (with a single restriction
site in the sat gene) and ligated with a cat cassette that
confers resistance to Cm. This cassette was obtained by
digestion of plasmid pCAT19 [27] with Smal. The recom-
binant plasmid was then digested with Notl and the frag-
ment sat:cat was cloned into the Notl restriction site of
vector pUTmini-Tn5 Tc (Biomedal). After electroporation
of E. coli S17 (\pir) with this final construct, the introduc-
tion of the sat:cat mutation into the EcN chromosome
was performed by conjugation using as a recipient strain a
Rf-resistant derivative of EcN. Transconjugants having the
Rf Cm" Tc® Ap® phenotypes were selected. Chromosomal
insertion was confirmed by PCR. This insertional inactiva-
tion did not cause polarity on downstream genes as sat is
transcribed as a single unit. Growth rates of the sat mu-
tant strain in LB or DMEM were indistinguishable from
that of the parental EcN strain.

DNA manipulation and site-directed mutagenesis
Bacterial genomic DNA was obtained using the Wizard
Genomic DNA purification kit (Promega), and plasmid

Strain or plasmid Genotype or description

Source or reference

E. coli strains

XL1Blue recAl lac endA1 gyrA96 thi hsdR17 supE44 relAT (F' proAB lacl? lacZ AM15 Tn10) Stratagene
DH5a F~ 080lacZBM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAT hsdR17(r, my) phoA supE44 N~ thi- gyrA96 relAl Gibco BRL
HB101 F~ mcrB mrr hsdS20(rs mg) recAl13 leuB6 ara-14 proA2 lacY1 galk2 xyl-5 mtl-1 rpsL2O(SmR) glnv44 N\~ ATCC 33694
S17(\pir) Tp" Sm' recA thi pro hsdR hsdM*RP4:2-Tc:MuzKm Tn7 A Biomedal
Nissle 1917 (EcN) Non-pathogenic probiotic isolate (O6:K5:H1) Ardeypharm
EcNsat:cat Nissle 1917 sat:zcat; Cm' This study
£2348/69 Wild type EPEC O127:H6 Sm’ B.B. Finlay
ECOR collection strains Human stool isolates [43]
Plasmids

pBR322 Vector for cloning, Ap" Tc' Biolabs

pSat Gene sat from EcN cloned in pBR322, Ap' This study
pSat-5256l Gene sat from EcN encoding the mutated Sat-5256! cloned in pBR322, Ap This study
pCAT19 Source of cat gene, Ap" Cm" [26]

pUT mini-Tn5 Tc tnp* gene of Tn5-IS50R inserted in Sall site of pGP704; mini-Tn5 Tc transposable element, Ap" Tc' Biomedal
pFU34 Plasmid for transcriptional fusions to the reporter gene gfomues1, AP" [28]
pFU34-sat Promoter fusion O(sat-gfomues.;) in PFU34, Ap' This study
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DNA was prepared using the Wizard Plus SV Midipreps
DNA purification system (Promega). DNA manipula-
tions were performed essentially as described elsewhere
[28]. DNA fragments were amplified by PCR using E.
coli chromosomal DNA as a template. PCR reactions
were performed with Taq DNA polymerase or pfu DNA
polymerase in standard conditions. DNA sequencing
was carried out with an automated ABI 377 DNA se-
quencer and fluorescent dye termination methods.

The sat gene from EcN was amplified by PCR using
primers pBR-sat-Fw (TACGGATCCGGATCAGGGTTG
GCAATATCG) and pBR-sat-Rev (GCTAATAATGAG
AGCAAGAGCGAT) and cloned into pBR322 between
BamHI and Nrul restriction sites. This construct encom-
passes the complete sat coding sequence and the
435 bp-region upstream the ATG start codon. Site-
directed mutagenesis of the Sat catalytic serine residue
(5256) was performed using the Quick change site-
directed mutagenesis kit (Stratagen) following the manu-
facturer’s instructions. The set of primers used to replace
this residue to isoleucine (S256I) were TCGGAGACA
TCGGCTCTGG and CCAGAGCCGATGTCTCCGA.

Construction of sat-gfp promoter fusion and detection of
the reporter protein

Plasmid pFU34-sat (sat-gfp promoter fusion) was con-
structed by amplification of the sat upstream region with
primers Sat-gfp-Fw (GGCGGATCCCGGTCTGAATA
ACGCAGCTAG) and Sat-gfp-Rev (GCACGTGTCGA
CATTCATATATTCTCTCAACTCATTTATTGAATGA
ACA) from EcN genomic DNA and cloned into the
BamHI/Sall sites of plasmid pFU34 [29]. GFP expressed
from EcN cells harboring plasmid PFU34-sat was visual-
ized with a fluorescence microscopy (Leica D1000). For
the analysis of the reporter gene expression under in vitro
conditions, EcN harboring pFU34-sat or pFU34 as a con-
trol was diluted 1:50 in fresh culture medium from over-
night cultures and grown at 37 °C to exponential phase.
Fluorescence emitted by bacterial cells was measured in a
microtiter plate reader (Turner BioSystems Modulus™ II
Microplate). The data obtained from three independent
cultures were given as relative fluorescence units per
ODggo (RLU/OD).

Isolation of secreted proteins

Isolation of secreted proteins was performed as previ-
ously described [30]. Briefly, overnight cultures in LB
were diluted 1:50 in the indicated culture media and in-
cubated at 37 °C. After 8 h of growth (ODggo of 1.0) bac-
teria were collected by centrifugation (5,000 x g, 10 min,
4 °C), and the supernatant was passed through a
0.22 um-pore-size filter (Millipore). For protease activity
assays, cell-free supernatants were concentrated 500-fold
using Centricon-Plus-70 centrifugal filters (Millipore)
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with a molecular weight cut-off of 100 kDa. Protein con-
centration was quantified by the method of Lowry [31].
For Western blot analysis, the proteins in the filtrate
were precipitated by incubation on ice for at least 1 h
with 10 % trichloroacetic acid (TCA). The protein pellet
was washed in 90 % (v/v) ice-cold acetone, air-dried and
suspended in loading buffer before being resolved by so-
dium dodecyl sulphate (SDS)- polyacrylamide gel elec-
trophoresis (PAGE) [32]. Outer membrane vesicles
(OMVs) were isolated from cell-free supernatants as de-
scribed previously [33].

Serine protease and spectrin cleavage assays

Serine protease activity was measured using the p-
nitroanilide substrate assay [20]. Concentrated super-
natant (200 pg protein) was added to a reaction mixture
in 0.1 M morpholinepropanesulfonic acid buffer pH 7.3,
containing 200 mM NacCl, 0.01 mM ZnSO, and 1 mM
methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilide as the
substrate (Sigma-Aldrich). Samples were incubated at
37 °C during 18 h and substrate hydrolysis was moni-
tored at 505 nm. As a control, protease activity was also
assayed after preincubation of samples for 30 min at 37 °
C with 1 mM phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF).
The spectrin cleavage assay was performed as described
elsewhere [20]. Reaction mixtures (20 pl) containing
spectrin (4 pg) (Sigma-Aldrich) and concentrated culture
supernatants were incubated at 37 °C for 24 h. Reaction
products were resolved by SDS-PAGE.

Western blot analysis

For Western blot analysis, protein samples were separated
on 10 % SDS-PAGE and transferred to a HyBond-P
polyvinylidene difluoride membrane by using a Bio-Rad
MiniTransblot apparatus. The membrane was blocked in
PBS-0.05 % Tween-20 and 5 % skimmed milk (blocking
solution) for 1 h at room temperature, and then incubated
with specific antibodies against Sat (1:5,000 dilution in
blocking solution) or with antibodies against [-
galactosidase (Abcam, 1:10,000 dilution) for 16 h at 4 °C.
Anti-Sat polyclonal antibodies (rabbit) were raised against
a conjugated peptide (CKSNNQQTSFDQPDW) of the Sat
passenger domain selected by its antigenicity and surface
exposure features prediction (Genscript). The secondary
antibody was donkey anti-rabbit immunoglobulin horse-
radish peroxidase-linked, diluted 1:15,000 in blocking so-
lution. The protein-antibody complex was visualized by
using the ECL Plus Western blotting detection system
(Amersham Pharmacia Biotech).

Cell culture and infection conditions

HeLa or Caco-2 human colonic adenocarcinoma cells
(ATCC HTB-37) were routinely grown in DMEM
containing 25 mM HEPES, non-essential amino acids,
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100 U/ml of penicillin G and 100 pg/ml of streptomycin.
The medium was supplemented with 10 % (v/v) of heat
inactivated fetal calf serum (FCS) (Gibco BRL, MD, USA).
Cells were incubated at 37 °C in 95 % air / 5 % COs,.

For permeability assays, Caco-2 cells were seeded on
polycarbonate filter supports (0.4 pm, Transwell Corn-
ing) and experiments were performed when confluent
monolayers were fully polarized (15-18 days postconflu-
ence). For infection studies, E. coli cells were grown in
LB overnight at 37 °C; the culture was then diluted 1:50
with fresh medium and grown until the ODggg reached
0.5-1.0. Bacterial cells were collected by centrifugation
and resuspended in DMEM plus 1 % mannose. Two
hours before infection, monolayers of Caco-2 cells were
washed twice in phosphate-buffered saline (PBS;
140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1.8 mM
KH,PO,, pH 7.3) and shifted to serum and antibiotic-
free medium. Caco-2 cells were treated with bacterial
suspensions from the apical side for 3 h at a multiplicity
of infection (MOI) of 100. When indicated, bacterial
concentrated supernatants (200 pg protein) where added
to the apical compartment and incubation was extended
for 3 h.

Transepithelial resistance and permeability measurement
After apical treatment, transepithelial resistance (TER)
was determined with a Millicel-ERS-2 volt-ohmmeter
(Millipore, Bedford, MA). The background of the sup-
porting membrane in filters was subtracted from all
readings before calculations. Results were expressed as
Q- cm® monolayer surface area.

Permeability of Caco-2 cell monolayers was deter-
mined by measuring the paracellular passage of [*H]-D-
mannitol from apical to basolateral compartments of the
chamber culture (transwell culture plate inserts; 0.4 pm)
as described elsewhere [34]. Monolayers were washed
with modified Krebs buffer (137 mM NaCl, 5.4 mM KCI,
2.8 mM CaCl,, 1.0 mM MgSO,4 0.3 mM NaH,PO,,
10 mM D-glucose and 10 mM HEPES/Tris, pH 7.4), and
placed in culture wells containing 1.5 and 0.5 ml of
modified Krebs buffer in the basolateral and apical com-
partments, respectively. Apical medium contained
0.2 mCi/mL D-[2-*H]mannitol. Cells were incubated for
15 min at 37 °C. After this time, the basolateral medium
was withdrawn and radioactivity was counted in a scin-
tillation counter (1500 Tri-Carb®, Packard, Downers
Grove, IL). Results were expressed as the percentage of
recovery relative to total radioactivity.

Cytotoxicity assays

EcN Sat cytotoxicity was determined by the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium  bromide
(MTT, Sigma-Aldrich) assay in HeLa cells as described
elsewhere [22]. HeLa cells were seeded into 96-well plates
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at 1 x 10* cells/well and grown to 90 % confluency. Before
use, cells were kept overnight with medium containing
0.05 % FECS. Cells were washed twice with PBS and ex-
posed to cell-free culture supernatants in the presence of
fresh media deprived of FCS. At the indicated times, cell
viability was determined the addition of MTT (1 mg/ml
final concentration) followed by 1 hour- incubation at 37 °
C. After solubilization with DMSO the plates were read at
570 nm using a Modulus™ Microplate Photometer
(Turner BiSystems). The results were expressed as per-
centage of cell survival relative to the control (untreated
cells).

Mouse colonization experiments

The streptomycin-treated mouse model, which over-
comes colonization resistance in conventional animals,
was used here to study the competition in gut
colonization between Sm-resistant EcN and the isogenic
EcNsat::cat mutant. The model was adapted from previ-
ous reports [35, 36].

The strains used in this study were spontaneous Sm"
mutants, displaying resistance to antibiotic concentra-
tions greater than 2 mg/ml. Both strains EcN Sm" and
EcNsat::cat Sm" display the same point mutation in rpsL,
resulting in the replacement of the lysine residue at pos-
ition 43 by an isoleucine (AAA has changed to ATA).
Therefore differences in the colonization abilities be-
tween these strains could not be attributed to different
antibiotic resistance degrees. In addition both strains
were resistant to Rf, and EcNsat:cat was resistant to
Cm. Four male CD-1 mice (eight- to ten-weeks old)
were provided with drinking water ad libitum containing
streptomycin sulfate (5 g/l) from 24 hours prior to in-
oculation and over the entire course of the experiment.
Stool samples were proved to be free of Sm-resistant
bacteria before inoculation. Bacterial strains, were grown
overnight in LB, diluted 1:200 and incubated to expo-
nential phase (ODggonm 0f 0.5). Then, bacterial cells were
collected by centrifugation, washed and resuspended in
PBS to a final concentration of 1x10° CFU/ml. A mixed
suspension (1:1) of strain EcN Sm' and the isogenic
sat:cat mutant was prepared to a final concentration of
1x10° CFU/ml, and 0.2 ml of this inoculum was admin-
istrated orogastrically (total number of bacteria 2x10°).
At the indicated times over 18 days post-infection, mice
were transferred individually to clean cages and fresh
fecal samples were collected. Feces were weighed, di-
luted and homogenized in sterile PBS. Serial dilutions
were plated on LB-agar containing Sm (100 pg/ml) and
Rf (25 pg/ml). Plates were incubated for 16 to 20 h at
37 °C before quantification of bacteria by plate counts.
To distinguish the two strains, 100 colonies from these
plates were screened onto LB-plates containing Sm
(100 pg/ml) and Cm (20 pg/ml). Results were expressed
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as CFU/g of feces. Three independent colonization ex-
periments were performed, with identical results. Pooled
data from the three independent biological replicates
were presented. Colonization experiments with single
bacterial strains were performed in parallel (n=4, two
independent biological assays).

To isolate and enumerate bacteria adhered to the
mucus layer, on day 18 post-infection mice were sacri-
ficed. Sections of 4 to 5 cm of the ileum (at 1 cm from
the cecum) and the ascendant colon were removed from
each mouse. Each section of the intestine was washed
three times with PBS to expel the luminal content. Then,
the mucus layer from each fragment of intestine was
scraped, transferred to a sterile tube, weighed and sus-
pended into 1 ml of PBS. Samples were homogenized by
vortexing and plated on LB-agar in the presence of Sm
and Rf. After colony counting, the proportion of each
strain was evaluated by picking 100 colonies on LB-
plates containing Cm as described above. Bacteria were
quantified as CFU/g of mucus.

The colonization experiments for in vivo analysis of
sat expression were performed using essentially the same
mouse model, but adding Ap (2 g/l) instead of Sm to the
drinking water. Briefly, two male CD-1 mice (eight- to
ten-weeks old) were orogastrically inoculated with
0.2 ml of a suspension of EcN cells harboring plasmid
PFU34-sat (2x10°CFU) or PFU34 (2x10°CFU) as a con-
trol. Five days post-infection, fresh fecal samples, as well
as the mucus layer from the ileon and colon sections,
were collected and processed for quantification of bac-
teria as described above, using in this case LB-plates
containing Ap (100 pg/ml). A drop of each fecal or mu-
cosal suspension was deposited on a slide and visualized
with a fluorescence microscopy (Leica D1000).

Flow cytometry

Human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
were isolated from fresh buffy coats of healthy human
donors by using Histopaque®-1077 (Sigma-Aldrich) fol-
lowing the manufacturer instructions. Buffy coats were
provided by the “Banc de Sang i Teixits” of Barcelona
according to the signed agreement with the Institution.
Cells were cultured in DMEM containing gentamicin.
PBMCs were left untreated or incubated with bacterial
concentrated culture supernatants (200 pg total protein)
for 3 h. For antibody staining we followed the manufac-
turer’s recommended protocol. Briefly, PBMCs (1x10°
cells/ml; 100 upl) were blocked in PBS+5 % bovine
serum albumin +0.1 % NaNj at 4 °C. After washing,
cells were incubated with the primary antibody anti-
LFA-1 (anti-CD11 + CD18, Abcam) (1:100 dilution in
blocking solution) at 4 °C for 1 h, followed by 30 min-in-
cubation with the secondary antibody Alexa Fluor 488
goat anti-mouse IgG (Life Technologies). Cell viability
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was assessed by propidium iodide staining. Data were
analysed using the M X P Cytometry software (Cyt-
ometer FC500) in the Scientific and Technological Cen-
tres of the University of Barcelona (CCiT-UB).

Statistical analysis

Results were presented as mean + standard error (SE).
Data analysis was performed using SPSS Statistics 20
package software. The statistical significance between
two groups was determined using Student’s -t test. Dif-
ferences between more than two groups were assessed
using one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Signifi-
cance was stablished when P < 0.05.

Ethics statement

Experiments with mice were approved by the Animal
Research Ethics Committee of the University of Barce-
lona. PBMCs were isolated from buffy coats provided by
the “Banc de Sang i Teixits” of Barcelona. This transfer
fulfils the regulations approved by the Ethics Committe
of this Institution.

Results and discussion

Sat is autotransported and its passenger domain is
released into the medium in EcN cultures

Previous studies by our group identified Sat-specific pep-
tides in the proteome of OMVs isolated from EcN cul-
tures grown in LB [33]. To examine whether EcN Sat is
secreted, supernatants of LB cultures were processed
and analyzed by Western blot using antibodies anti-Sat
obtained against a peptide of the passenger domain. Cul-
ture was centrifuged and the supernatant filtrated to
eliminate bacteria. An aliquot of this cell-free super-
natant was precipitated with TCA to obtain total se-
creted proteins. The remaining cell-free supernatant was
centrifuged at 150,000 x g for 90 min to isolate OMVs
from soluble secreted proteins. The presence of Sat in
these fractions was analyzed by Western blot. A 107 kDa
protein band was immunodetected in the total super-
natant (Fig. 1, lane 1) and in the OMV free-supernatant
(Fig. 1, lane 2), but not in the OMYV fraction (Fig. 1, lane
3). To rule out cytosolic contamination due to cell lysis,
immunoblots were probed with antibodies against the
intracellular protein (-galactosidase. These results indi-
cated that EcN Sat is secreted into the medium as a sol-
uble 107-kDa protein. The C-terminal B-barrel domain
of type V autotransporters remains inserted in the outer
membrane. The absence of a cross-reactive band in the
isolated OMVs is compatible with this secretion path-
way, since the anti-Sat antibodies used do not recognize
protein sequences of the B-barrel domain. The absence
of a cross-reactive band in cellular extracts (Fig. 1, lane
4) is in accordance with the extracellular location of
autotransporters of the SPATE family.
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Anti-Sat (D == 107 kDa

Anti-LacZ s 116 kDa

Fig. 1 Western blot analysis of Sat secretion by EcN grown in LB.
Several samples collected from an LB culture of EcN were processed
and analysed with anti-Sat antibodies or with anti-LacZ antibodies as
a control of cytosolic contamination: lane 1, TCA-precipitated cell-
free supernatant before isolation of vesicles (total secreted proteins);
lane 2, TCA-precipitated cell-free supernatant after removal of vesi-
cles (soluble secreted proteins); lane 3, isolated OMVs; lane 4, cell ex-
tract (5 ug). IPTG (5 mM) was added to the culture medium to
induce lacZ expression

The Sat protein encoded in the EcN genome displays
serine protease activity

EcN Sat displays the functional motifs of the serine pro-
teases of the SPATE family, including the catalytic triad
formed by H, D and S residues, with the catalytic S256
residue comprised in the conserved GDSGSG motif (po-
sitions 254 to 259 in the protein sequence). To examine
whether EcN Sat displays serine protease activity we
cloned the EcN sat gene in pBR322 (pSat) and con-
structed the Sat mutant S2561 by site-directed mutagen-
esis (pSat-S256I). These constructs were transformed
into the E. coli strain HB101 lacking the sat gene, as well
as into the mutant strain EcNsat:cat for comparison.
Protease activity was assayed in concentrated culture su-
pernatants obtained from LB cultures of these trans-
formed cells by measuring hydrolysis of the colorimetric
substrate methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val p-
nitroanilide. We selected this substrate based on pub-
lished results on the activity and specificity of several
proteases of the SPATE family [19]. Supernatants of
strains EcN, HB101 and EcNsat::cat were processed in
parallel. In all samples the presence of Sat was assessed
by Western blot using anti-Sat specific antibodies. Re-
sults are presented in Fig. 2a. Supernatants of EcN wild
type displayed proteolytic activity, which was abolished
by disruption of the sat gene (EcNsat::cat). The proteo-
lytic activity in supernatants of Sat deficient cells trans-
formed with pSat confirmed that the sat gene of the
probiotic strain EcN encodes a functional serine prote-
ase. Consistently, all enzymatically active samples were
completely inhibited by 30 min pre-incubation with the
serine protease inhibitor PMSF. Expression from the re-
combinant plasmid pSat yielded activity levels, which
were between 5-7 times higher than the expression from
the chromosomal gene in EcN strain. In these superna-
tants, there was a correlation between proteolytic activ-
ity values and the amount of Sat protein
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immunodetected with specific antibodies. The mutated
Sat protein expressed from the recombinant plasmid
pSat-S2561 had negligible protease activity. These data
confirmed Ser256 as the catalytic residue of EcN Sat.

To test whether the EcN toxin was active on known
protein Sat substrates in vitro, concentrated culture su-
pernatants of the recombinant HB101 or EcNsat:cat
strains expressing the wild-type Sat protein were incu-
bated with spectrin. Supernatants of HB101 were proc-
essed in parallel as a control. As shown in Fig. 2b, EcN
Sat is able to degrade spectrin subunits. These results in-
dicated that Sat from the probiotic strain is secreted as
an active serine protease as the toxin from pathogenic E.
coli strains.

Analysis of EcN sat expression during colonization of the
mouse intestine

Since the ecological niche of the commensal strain EcN
is the intestinal tract we sought to analyze whether Sat is
expressed in vivo during intestinal colonization of mice.
To monitor sat expression, the sat promoter of strain
EcN was cloned upstream the reporter gene gfpmut3.1
of plasmid pFU34. This fragment extended 349 bp up-
stream from the ATG start codon. The recombinant
plasmid pFU34-sat was transformed into EcN cells and
expression of green fluorescent protein (GFP) was visu-
alized by fluorescence microscopy. To check the func-
tionality of this construct we first analyzed GFP
expression in cells grown to exponential phase in LB as
well as in DMEM or glucose minimal medium. To
analyze whether expression of sat is temperature-
regulated, cultures were incubated at either 37 °C or 25 °
C. EcN cells harboring the vector pFU34 were processed
in parallel for comparison. Results showed expression
from the sat promoter in all growth conditions tested
(see Additional file 1: Figure S1). Many virulence genes
of bacterial pathogens that infect humans are controlled
by temperature and their expression is induced at 37 °C
[37-39]. Our results rule out temperature regulation of
sat expression in EcN. To quantify the level of GFP ex-
pression in the culture media used, the emitted fluores-
cence was measured using the Turner BioSystems
Modulus™ II Microplate reader. Control cultures of EcN
harboring the vector pFU34 were performed in parallel.
Expression values from the sat promoter were 2.4x10*
RFU/OD for cells grown in LB, 2.6x10°> RFU/OD in
MM-glucose and 2.9x10> RFU/OD in DMEM. Thus,
maximal expression of sat was achieved in LB. Addition
of compounds present in the gut such as sodium bicar-
bonate (3.7 g/l) or sodium deoxycolate (0.5 mg/ml) to
cultures of EcN (pFU34-sat) in LB or MM-glucose did
not increase the level of GFP expression from the sat
promoter.
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Fig. 2 Serin protease activity of EcN Sat. a Concentrated culture supernatants (200 g total protein) from the indicated E. coli strains were
incubated with T mM methoxysuccynil-Ala-Ala-Pro-Val p-nitroanilide at 37 °C for 18 h. Activity values, expressed as pmoles/ug protein at18 h,

were the mean + SE of three independent assays. Asterisks indicate values significantly different from that of the knockout mutant EcNsat:cm (P
<0.05; P =0.000). Expression of Sat analysed by Western blot in each culture supernatant is shown in the upper panel. b Spectrin degradation
by EcN Sat. Spectrin (4 pg) was incubated with the indicated culture supernatants or left untretaed. Reaction products were separated by SDS-

6 % PAGE and stained by Commassie Blue. M, molecular mass marker

The absence of fluorescence background in control
cells harboring the vector pFU34 grown in LB (see
Additional file 1: Figure S1) prompted us to use this
high-copy number fusion system for the analysis of
sat expression in vivo. To this end, we inoculated
orogastrically 8- to 10-week old CD-1 male mice with
a suspension of EcN cells harboring plasmid PFU34-
sat (m=2) or EcN cells harboring vector PFU34
(n=2). Control mice (n=2) were given PBS. Before
starting the experiment stools were collected to assess
the absence of Ap-resistant resident microbiota. Mice
were given water containing 2 g/l ampicillin ad libi-
tum 24 hours prior to inoculation and through the
experiment. Five days post-inoculation, fresh fecal
samples, as well as the mucus layer from ileon and
colon sections, were collected and processed for
quantification of bacteria by growth on LB-Ap plates.
Two colonies of each bacterial count were analyzed
by PCR with sat specific primers to confirm that the
estimated colonization rates corresponded to the in-
oculated bacteria. A drop of each fecal or mucosal
suspension was deposited on a slide and visualized by
fluorescence microscopy.

The level of colonization was similar for all inoculated
mice, around 1-2x10° CFU/g of stool and 3-5x10° CFU/g
of mucus in ileon and colon sections (see Additional file 2:
Table S1) whereas samples from non-inoculated mice gave
no bacterial counts on LB-Ap plates. Expression of GFP
was visualized only in samples collected from the two
mice colonized with EcN harbouring the fusion plasmid
pFU34-sat (Fig. 3a). These results indicated that EcN sat
is expressed in distinct niches in the mouse intestine.

Expression of chromosome-encoded Sat was analysed
by Western blot analysis of intestinal mucosa samples
collected from inoculated mice using anti-Sat antibodies.
Equivalent samples from non-inoculated mice were
processed in parallel as a control. The presence of a
107 kDa protein in colon and ileon samples from inocu-
lated mice confirmed sat expression during EcN intes-
tinal colonization (Fig. 3b).

Sat-mediated cytotoxic effects on undifferentiated
epithelial cells

The Sat protein secreted by UPEC and DAEC strains ex-
erts cytotoxic effects on several epithelial cell lines. In-
ternalized Sat induces disruption of F-actin cytoskeleton,
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Fig. 3 Analysis of Sat expression during ECN colonization of mouse intestine. a In vivo expression of the promoter fusion sat-gfp,,3.1 in samples
derived from the intestine of mice colonized with EcN harbouring pFU34-sat, or pFU34 as a control. Doses of 2x10° bacteria of the indicated
strains were used to inoculate orogastrically CD-1 mice (eight- to ten-weeks old), which were provided with drinking water containing ampicillin
from 48 hours prior to inoculation and over the entire course of the experiment. Five days post-inoculation fresh stool samples, as well as the
mucus layer from the ileon and colon sections, were collected. A drop of each fecal or mucosal suspension was deposited on a slide and visual-
ized by fluorescence microscopy. Representative images derived from one mouse of each type are shown. b Western blot analysis of EcN Sat ad-
hered to intestinal mucus of colonized mice. lleon and colon mucus collected from inoculated mice were homogenized and proteins
precipitated with TCA. Equivalent samples collected from non-inoculated mice were processed in parallel for control. Cell-free supernatants (SN)

from EcN cultures grown in LB were used as a positive immunoblotting control

vacuolization and cell death in non-polarized epithelial
cells [22], but these effects are not observed in fully differ-
entiated Caco-2 cells [23]. As EcN Sat is an active protease
we sought to examine whether the protein encoded in this
probiotic strain could induce cytotoxicity in sub-confluent
HeLa cells. To avoid cross-effects of other putative
SPATEs encoded in the EcN genome like Vat [12], cell-
free supernatants of strain HB101 expressing EcN Sat
were used for this study. A decrease of cell viability, mea-
sured by the MTT assay, was observed in HeLa cells from
8 h-treatment with Sat-containing concentrated culture
supernatants (see Additional file 3: Figure S2).

Effect of EcN Sat on paracellular permeability of Caco-2
cell monolayers

To test whether Sat from the probiotic strain EcN affects
the intestinal epithelial barrier, paracellular permeability

of polarized Caco-2 cells was measured using *H-manni-
tol as a marker at 3 h post-infection with wild-type EcN
and the recombinant strains HB101 and EcNsat::cat ex-
pressing Sat from plasmid pSat, or expressing the in-
active Sat-S2561 protein (Fig. 4a). We assessed that both
recombinants strains (HB101 and EcNsat::cat) displayed
equal growth rates in the culture medium DMEM. Incu-
bations with the corresponding concentrated cell-free
supernatants were performed in parallel (Fig. 4b). A sig-
nificant increase in the paracellular passage of mannitol
from apical to basolateral compartment was observed
only in Caco-2 monolayers incubated with samples of
HB101 bearing plasmid pSat (either bacterial suspen-
sions or concentrated cell-free supernatants). Expression
of the inactive Sat-S2561 variant in this strain did not
affect paracellular permeability, which indicates that ac-
tivity of EcN Sat on the barrier integrity depends on its
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Fig. 4 Effect of ECN Sat on the paracellular permeability to *H-
mannitol in Caco-2 cell monolayers. Paracellular passage of PH)-D-
mannitol from apical to basolateral compartments of Caco-2 mono-
layers after 3-h incubation with suspensions of the indicated bacteria
(MOI 100) (a) or with the corresponding concentrated culture super-
natants (200 ug) (b). Equivalent amounts of recombinant Sat were
assessed by Western blot. The last bar of each panel corresponds to
cells incubated with the recombinant HB101(pSat) samples in the
presence of EcN culture supernatant (indicated as EcNsy added).
Data are presented as the percentage of tracer recovery relative to
the total tracer used. Values were corrected subtracting the recovery
of control cells incubated with the medium. Asterisks indicate values
significantly different from that of EcNsat:cm (P<005 **<001)

proteolytic activity. These results are in accordance with
those described for the Sat protein from DAEC strains
[23] and suggest that the Sat protein encoded by pro-
biotic strains may also induce disassembly of tight junc-
tion proteins. However, expression of comparable EcN
Sat levels in the same probiotic background (strain EcN-
sat:cat bearing pSat) did not affect the paracellular per-
meability to *H-mannitol (Fig. 4). It is known that EcN
positively modulates the epithelial barrier function by
promoting the formation of tight junctions [5-7]. There-
fore, other factors secreted by this probiotic strain may
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counteract the negative effect of Sat on tight junctions-
associated proteins. To test this hypothesis Caco-2
monolayers were incubated either with bacterial suspen-
sions or concentrated culture supernatants of strain
HB101(pSat) in the presence of cell-free supernatants
collected from the probiotic strain. In both cases, super-
natants from the probiotic strain confer protection
against the Sat effect on paracellular permeability to
mannitol (Fig. 4). Cell free supernatants obtained from
the mutant strain EcNsat:cat produced the same pro-
tective effect (not shown).

It has been described that the TcpC protein of EcN
promotes upregulation of claudin-14 in HT-29/B6 cells,
resulting in increased TER and reduced paracellular per-
meability to mannitol [7]. Other studies aimed at deci-
phering the mechanism by which EcN restores barrier
integrity after enteropathogenic E. coli (EPEC) damage
revealed that this probiotic strain induces ZO-2 expres-
sion and its redistribution to the cell membrane in po-
larized T84 cells. In this case the bacterial factor
responsible for this effect was not identified [6]. Impair-
ment of Sat-mediated damage of Caco-2 cell barrier by
concentrated EcN culture supernatants (Fig. 4) indicated
that the protective effect could be attributed to a se-
creted factor. Thus, we sought to evaluate the ability of
EcN supernatants to prevent barrier disruption by EPEC
in polarized Caco-2 cell monolayers. The reduction in
TER caused by EPEC after 2 h-incubation was almost
completely abolished when infection was performed in
the presence of concentrated EcN supernatants (Fig. 5a).
In addition, the EPEC- deleterious effect on paracellular
permeability to mannitol was reduced by 70 % in the
presence of EcN supernatant (Fig. 5b).

Overall these results indicate that EcN Sat is able to
alter the paracellular permeability of Caco-2 cell mono-
layers. However, other factors secreted by the probiotic
strain prevent barrier disruption caused by pathogen-
related factors.

Effect of EcN Sat on gut colonization in mice
Some serine proteases of the SPATE family such as Pic
[35] or SigA [40] contribute to intestinal colonization in
animal models. In pathogenic E. coli strains, the corre-
sponding  knockout mutants displayed reduced
colonization levels when compared to the wild- type
strain. In contrast, other proteases of this family like
SepA are not required for intestinal colonization [40].
To examine whether Sat has a role in gut colonization,
the streptomycin-treated mouse model was used to
compare the colonization capacity of the Sat deficient
mutant versus the wild-type strain. Mice were inoculated
with strain EcN Sm" Rf" (sat wild-type group) or with
EcNsat:cat Sm" Rf* Cm" (sat mutant group). No signifi-
cant differences in stool bacterial counts were observed
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between the two groups through the experiment. For
both strains colonization levels were between 10° to
10° CFU/g of stool (Fig. 6a). Quantification of adhered
bacteria to mucus samples collected from ileon and
colon on the last day of the experiment also yielded no
significant differences between these strains when tested
independently (Fig. 6a, right panel). These results sug-
gested that Sat is not required for EcN colonization of
the mouse intestine. They are in accordance with results
obtained with UPEC strains in murine models of ascend-
ing urinary tract infections, in which the sat mutant col-
onized bladder and kidneys to the same extent as the
wild type strain [18].

To better assess the contribution of Sat to intestinal
colonization we approached competition experiments
between the specific saz mutant and the wild-type strain.
This approach is more sensitive for the evaluation of the
colonization efficiency in streptomycin-treated mice
[35]. Mice were given simultaneously 1x10° CFU of each
strain (co-infection group), and bacteria in stools were
counted for 18 days. Results showed that wild type EcN
was outcompeted by the sat mutant strain (Fig. 6b). The
values of CFU/g stool were similar for both strains
within the first several days (around 5x10® CFU/g of
stool) but significant differences were observed around
day 10. After this time, colonization by wild-type EcN
fell to 107 CFU/g stool at day 18. At the end of the ex-
periment, bacterial counts in stools yielded percentages
of 70 % for the mutant strain EcNsat:cat versus 30 %
for the wild-type EcN. At day 18, quantification of ad-
hered bacteria to the intestinal mucus layer also showed
a higher proportion of the Sat deficient strain (70-80 %
versus 20-30 % of the wild type strain).

Recently, an in vivo study performed with Citrobacter
rodentium assigned to a class I SPATE protein (Crcl) a
putative role in immunomodulation by controlling
leukocyte infiltration and proinflammatory cytokines
levels in mouse intestine [41]. Moreover, some class II
SPATE proteins, like Pic and Tsh, cleave leukocyte sur-
face glycoproteins causing diverse effects in leukocyte
activation, migration and signalling [42]. A proteomic
analysis aimed at identifying potential host targets of Sat
from UPEC revealed a protein in the kidney membrane
that is similar to the leukocyte function associated mol-
ecule 1 (LFA-1) [20]. LFA-1 is a member of the (2-
integrin family of cell surface receptors. This protein is a
multifunctional adhesion molecule involved in various
interactions in the immune system being involved in
leukocyte migration [43]. Since lymphocyte migration to
the gut is required for immune homoeostasis, we sought
to analyse whether surface associated LFA-1 in leuko-
cytes could be degraded by EcN Sat. To this end we per-
formed flow cytometry analyses of human PBMCs
treated for 3 h with supernatants of strains EcNsat::cat,
EcNsat::cat bearing plasmid pSat, HB101, and HB101
bearing either plasmid pSat or pSat-S2561. Labelling with
anti-LFA-1 (anti CD-11/CD-18) antibodies that
recognize the native protein followed by Alexa Fluor 488
goat anti-mouse IgG did not show any significant differ-
ence between samples. These results indicated that
leukocyte-associated LFA-1 is not a target of EcN Sat.
Therefore the ability of the sat mutant strain to outcom-
pete EcN in the intestinal tract cannot be attributed to a
Sat effect on gut immune function mediated by LFA-1.

At present we cannot explain why the saz mutant out-
competes wild type EcN in the streptomycin-treated
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mouse model. Since growth rates of both strains in in
vitro cultures are indistinguishable, this fact could be as-
sociated to a better performance of the saf mutant in
the mouse intestine. In this sense, it has been described
that mutations in envZ, which result in reduced expres-
sion of some outer membrane proteins, render EcN a
better colonizer than the wild type EcN [44]. As EcN re-
sides associated with other members of the microbiota
in the mouse intestine, authors hypothesize that surface
differences between the envZ mutant and wild-type EcN
could result in different binding affinities for mixed bio-
films, allowing the mutant strain to colonize niches than
the wild-type strain cannot do. These mutants display
reduced levels of specific porins, being more resistant to
colicin and bile salts. In this context, the outer mem-
brane of the sat mutant lacks the autotransporter (-

barrel domain, which presents a porin structure. We
may speculate that this difference in bacterial surface
may modify interactions with other microbiota members
and/or the sensitivity to antimicrobial products released
by other intestinal strains.

Prevalence of the sat gene in natural E. coli intestinal
isolates

Epidemiological studies have shown a high prevalence of
the sat gene in E. coli strains associated with urinary
tract infections [18, 23]. Concerning strains causing in-
testinal infection, sat was detected in 46 % of 35 Afa/Dr
DAEC strains isolated from diarrhoeagenic samples [23].
Similarly, a study aimed at evaluating the prevalence of
several cytotoxins of the SPATE family in enteroaggrega-
tive E. coli (EAEC) isolates showed high frequency of the



Toloza et al. BMIC Microbiology (2015) 15:250

sat gene in this group (74.5 % of 55 strains analysed).
However, this study also revealed the absence of sat in
all the enterotoxigenic E. coli (ETEC), EPEC or enteroin-
vasive E. coli (EIEC) isolates analysed in parallel (10
strains of each group) [45]. In order to assess the preva-
lence of sat among natural E. coli intestinal isolates we
performed a PCR survey. For this study we selected 29
E. coli strains of the ECOR collection [46] recovered
from stools of healthy individuals. The strains were ex-
amined by PCR using specific primers that allow amplifi-
cation of the DNA sequence encoding Sat. This
screening showed ten positive isolates that yielded the
expected sat amplification fragment (34.8 %). Accuracy
of the PCR product was verified by nucleotide sequen-
cing. Distribution of these ten sat positive isolates
among the E. coli phylogenetic groups revealed a high
prevalence of strains belonging to phylogenetic groups
associated with virulent strains that cause extra-
intestinal infections (80 %), namely group D (6 isolates)
and group B2 (2 isolates) (Table 2). Only one intestinal
isolate fits into the phylogenetic group A generally asso-
ciated with non-pathogenic E. coli strains [47]. Expres-
sion of sat in these strains was evaluated by
immunodetection of the secreted protein with specific
antibodies against the passenger domain of Sat. All the
intestinal isolates with the sat gene yielded a cross-
reactive protein band in the Western blot analysis.

The Sat protein from the probiotic EcN differs in eight
residues with respect to the UPEC protein, whereas only

Table 2 Characteristics of the sat positive strains from the ECOR
collection isolated from stools of healthy humans®

Sat amino acid residue at position

Strain Serotype Group 352 729 894
CFT073>  O6K2H1 B2 D D N
IH11128°  O75K5H™ B2 D D N
EcNP 06K5H1 B2 N N D
ECOR24  OI5NM A N N D
ECOR35  O1NM D N N D
ECOR36  O79H25 D N N D
ECOR38  O7NM D N N D
ECOR39  O7NM D N S D
ECOR41  O7:NM D N S D
ECOR43  ONTHNT E N S D
ECOR49  O2NM D N N D
ECOR5T 025N B2 N N D
ECORS6  O6H1 B2 D D N

? Analyzed strains that did not yield sat amplification in the PCR screening:
ECOR strains 1, 2,4, 5, 6,8, 9,10, 12, 13, 15, 26, 28, 42, 53, 54, 56, 59, 61
and 63

b Strains CFT073 (UPEC), IH11128 (Afa/Dr DAEC) and EcN were included
for comparison
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three changes that fit into the non-conservative category
(N352D, N729D and D894N) were observed when com-
pared to the protein from DAEC strains (see Additional
file 2: Table S2). Interestingly, among the commensal sat
positive strains identified in this study, only EcoR56 dis-
played the same amino acid sequence as the Sat protein
from pathogenic DAEC (D352, D729 and N894). The
other strains expressed a Sat protein with N352, N729
and D894 residues as EcN Sat or with only one conser-
vative change (N729S) (Table 2).

The presence of multiple virulence factors in the pro-
biotic strain EcN raises the question as to why this strain
does not cause symptomatic infections. Several possibil-
ities have been proposed [12]. First, virulence genes may
be inactivated in probiotic or commensal strains. On the
other hand, some of these genes may encode factors that
increase overall fitness during colonization of the human
gut. As stated above, the distinction between virulence
and fitness factors is not always clear. In addition, the
role of a given virulence factor in pathogenesis may de-
pend on the genetic background of the strain. In this
sense, TcpC protein that is expressed by the probiotic
strain EcN has been shown to contribute to UPEC viru-
lence. This protein, with high prevalence in Gram-
negative pathogens, contains a Toll/IL-1 receptor (TIR)
-binding domain. In pathogens, TcpC interacts with
Myd88 and inhibits TLR signalling and downstream
pathways. By this mechanism, TcpC impairs innate im-
munity causing inflammation and tissue damage [48,
49]. However, in strain EcN, which displays anti-
inflammatory and immunomodulatory effects, TcpC was
shown to improve the intestinal barrier through upregu-
lation of the tight junction-protein claudin-14 [7].

Conclusions

Sat is one of the proteins with cytotoxic activity encoded
in the EcN genome. Here we show that EcN Sat is a
functional protease that is expressed in the mouse intes-
tinal tract. Our results, together with other reports, indi-
cate that both Sat function and Sat cytotoxicity may rely
on other host- and bacterial factors. Regarding host fac-
tors, it should to be stressed that Sat cytotoxic effects
depend on the cellular line and the differentiation state.
Sat-mediated disruption of actin cytoskeleton, vacuoliza-
tion and cell detachment were not observed in mono-
layers of polarized Caco-2 cells, a model that mimics
intestinal epithelium and barrier. It has been suggested
that putative regulatory mechanisms may operate in po-
larized epithelia, which may impair Sat access or action
on target intracellular proteins [23]. Considering the
strain background, our results show that Sat-mediated
increase in paracellular permeability of Caco-2 mono-
layers is impaired by other secreted factors encoded in
the probiotic strain EcN. Thus, the role of Sat in
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intestinal pathogenesis relies on the pattern of genetic
determinants responsible for the bacterial pathotype. Ex-
pression of particular virulence factors may help Sat to
meet specific intracellular target substrates.

At present the role of Sat in the probiotic strain re-
mains elusive. Although Sat contributes to pathogenicity
in the urine tract, the prevalence of sat in E. coli strains
isolated from intestinal microbiota of healthy individuals
suggests that Sat may not act as a virulence factor in the
human gut. This hypothesis is in accordance with the
very low prevalence of sat among several E. coli entero-
pathogenic groups (ETEC, EIEC, EPEC). The high
prevalence of sat in intestinal E. coli strains of group D
suggests that the presence of this gene may be advanta-
geous for pathogenesis in extra-intestinal environments.
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