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TITULO
AGREGACION ESPECIFICA DE BACTERIAS MEDIANTE LA EXPRESION EN
SUPERFICIE DE PROTEINAS DE FUSION.

5 ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR
Las bacterias se adhieren frecuentemente a dianas
moleculares mediante la presencia de estructuras proteicas
sobre su superficie celular, con distintas capacidades de
unién de superficie.

10
Algunas potentes adhesinas encontradas en una variedad de
patbégenos Gram-negativos pueden, sin embargo, ser ancladas
directamente a la membrana externa, por lo tanto el
resultado de esta unién es un intimo contacto entre la

15 diana y la célula.

Una clase principal de dichas adhesinas son presentadas
sobre la superficie celular mediante un sistema de
secrecidn proteica conocido como autotransportadores
20 (Henderson et al., Trends Microbiol. 1998, 6: 370-8).
Ejemplos de este tipo incluyen proteinas de Salmonella
entérica - ShdA, MisL -{(Mol. Microbiol. 2002, 43: 895-905;
Infect Immunol, 2000, 68: 2720-7), Rickettsia rickettsii -

rOmpA - (Microb. Pathol. 1998, 24: 289-98), Bordetella
25 species - pertactin, Vag8 - (Nature 1996, 381: 90-2;
Infect. Immunol. 1998, 66: 3985-9), H. influenzae - Hap,
Hia, Hsf - (Infect. Immunol. 2002, 70: 4902-7; Mol.

Microbiol. 2002, 46: 731-43; Microbiology 2001, 147: 250-
2), entre otros.

30
Dependiendo del caso, dichas proteinas dotan a la bacteria
de la habilidad de pegarse a superficies, o a interactuar
con otras bacterias en biofilms.

35 Tres dominios distintos pueden ser identificados para casi
“todos los autotransportadores: un dominio amino terminal,
la proteina que serd presentada sobre la superficie celular
llamado dominio pasajero, y un dominio carboxi-terminal
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llamado transportador o dominio B, el cual dirige la

secrecidn a través de la membrana externa.

Fos y Jun son factores de transcripcién eucaridticos que
5 tienen la habilidad intrinseca de heterodimerizar a través
de sus cremalleras de leucinas. Es conocido que Jun puede
formar tanto heterodimeros como homodimeros por unidén de

las cremalleras de leucinas Jun-Jun.

10 Muchos polipéptidos pasajeros han sido expuestos sobre la
superficie celular fusionados al dominio B de diferentes
miembros de la familia de autotransportadores, como por
ejemplo la metalotioneina de rata (Nat. Biotechnol. 2000,
18: 661-5), la subunidad B de la toxina del cdélera (J.

15 Bacteriol. 1997, 794-704), B-lactamasa (J. Bacteriol. 2000,
182: 3726-33), la adrenotoxina bovina (J. Biotechnol. 2002,
95: 257-68), la carboxilesterasa EstA de Burkholderia
gladioli (J. Mol. Catal. B: Enzymatic 2002, 18: 89-97), la
proteina fimbrial FimH (J. Bacteriol. 2002, 184: 4197-204),

20 entre otros.

Hasta la fecha no han sido descritas proteinas de fusién
conteniendo un dominio transportador de la familia de Jlos

autotransportadores y un dominio de dimerizacién.

25
Y en concreto, no han sido descritas proteinas de fusidn
conteniendo el dominio PB-autotransportador de la proteasa
IgA de Neisseria gonorrhoeae y las cremalleras de leucina
de los factores de transcripcidén eucariéticos de Jun y de
30 Fos.

Cuando dichas proteinas hibridas fueron expresadas en
células de E. coli, éstas adquirieron nuevas propiedades
adherentes especificas resultantes de la auto-asociacidén y

35 agrupamiento a otras bacterias.
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EXPLICACION DE LA INVENCION

De acuerdo con un modo de realizacidén de la presente
invencién, se han reprogramado las propiedades de adhesién
5 de bacterias mediante la exposicidén en su superficie de una
proteina hibrida con potencial actividad adherente, la cual

se une a su contraparte en otra bacteria.

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencién,
10 se proporciona una proteina de fusidén que se expresa sobre
la superficie de la membrana externa de Dbacterias
caracterizada porque comprende un dominio de dimerizacidn
como dominio pasajero y un dominio transportador de la
familia de los autotransportadores.
15
De acuerdo con un modo de realizacién particular de la
presente invencién, ésta proporciona una proteina de fusidn
conteniendo el dominio P-autotransportador de la proteasa
IgA de Neisseria gonorrhoeae, y las cremalleras de leucina
20 de los factores de transcripcién eucaridéticos Jun o Fos
(Junf o FosB) .

Segun un modo de realizacién preferido de la presente
invencién se proporciona una proteina de fusién que
25 comprende la cremallera de leucina del factor de

transcripcién eucaridtico de Jun como dominio pasajero.

En otro modo de realizacién preferido de 1la presente
invencién, se proporciona una proteina de fusién que
30 comprende la cremallera de leucina del factor de

transcripcién eucaridético de Fos como dominio pasajero.

De acuerdo con otro modo de realizacidén de la presente
invencién, la proteina de fusién proporcionada comprende un
35 péptido sefal que lo transporta al periplasma, un dominio
de dimerizacién como dominio pasajero y un dominio

transportador de la familia de los autotransportadores.
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De acuerdo con otro modo de realizacidén particular de la
presente invencién, la estructura de las proteinas hibridas
derivadas de la IgA proteasa de N. Gonorrhoeae es la
siguiente, empezando desde el N-terminal: el péptido seiial
5 de PelB (ss), que es quien dirige el paso de las proteinas
hibridas hacia el periplasma, el dominio pasajero, un
epitopo (E-Tag) que permite la inmunodeteccién y el dominio
transportador de la IgA proteasa de N. Gonorrhoeae, due
dirige la secrecién del dominio pasajero hacia el medio

10 extracelular.

En otro aspecto de la presente invencién, ésta proporciona
un método de agregacién bacteriana dirigida que comprende
la expresién, en la superficie de la membrana externa de
15 éstas, de una proteina de fusidén que comprende un dominio
de dimerizacién como dominio pasajero y un dominio
transportador de la familia de los autotransportadores,
consiguiéndose la unién bacteriana gracias la formacidén de
dimeros entre bacterias que expresan Junp y Fosfo
20  Junp Ginicamente.

Segin otro aspecto de la presente invencién, ésta
proporciona un método de agregacidén bacteriana dirigida que
comprende la expresién, en la superficie de la membrana
25 externa de éstas, de una proteina de fusién que comprende
el dominioc PB-autotransportador de la proteasa IgA de
Neisseria gonorrhoea y un dominio pasajero seleccionado
entre el grupo consistente en la cremallera de leucina del
factor de transcripcién Jun y la cremallera de leucina del
30 factor de ‘transcripcién Fos, consiguiéndose la unién
bacteriana gracias la formacién de dimeros entre bacterias

que expresan Junf y Fospo Junf tnicamente.

De acuerdo con un modo de realizacién preferido de la

35 presente invencién, el método de agregacién bacteriana
dirigida descrito anteriormente comprende un cultivo de
bacterias que expresan Junf.
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De acuerdo con otro modo de realizacién preferido de la
presente invencién, el método de agregacién bacteriana
dirigida comprende un cultivo de una poblacién mixta de

bacterias que expresan Fosf y Junf.

5
Seglin otro modo de realizacién preferido de la presente
invencién, el método de agregacién bacteriana dirigida
consiste en que a un cultivo de bacterias que expresan Fosf
se le adiciona otro cultivo distinto expresando Junf.

10

De acuerdo con otro modo de realizacién particular, la
presente invencién proporciona un método de agregacidn
bacteriana dirigida el cual se logra mediante la adicidn de
un inductor que activa la expresidn de los dominios Fos y
15 Jun en la superficie de las bacterias, uniéndose éstos

dominios a su contraparte presente en otra bacteria.

En un modo de realizacién particular de Jla presente
invencién, la expresién de las proteinas de fusidén en la
20 membrana externa estd controlada por el promotor del operon
lac de E. coli (Plac), por lo que dicha induccién puede
conseguirse afiadiendo IPTG {isopropil-beta-D-
tiogalactopiranosido) al medio de cultivo, por lo que la
presente invencidén proporciona un método de agregacidn
25 bacteriana dirigida mediante la adicidén de IPTG (isopropil-
beta-D-tiogalactopiranosido) para la induccién de la
expresién de los dominios Fos y Jun en la superficie de las
bacterias, uniéndose éstos dominios a su contraparte
presente en otra bacteria.
30
De acuerdo con otro modo de realizacidn particular de la
presente invencién, la expresién de las proteinas de fusién
en la membrana externa estd controlada por el promotor Pm,
por lo que dicha induccién puede conseguirse afiadiendo 3~
35 metil benzoato al medio de cultivo, por lo que la presente
invencién proporciona un método de agregacidén bacteriana
dirigida el cual se logra mediante la adicién de 3-metil

benzoato para la induccién de la expresién de los dominios
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Fos y Jun en la superficie de las bacterias, uniéndose

éstos dominios a su contraparte presente en otra bacteria.

Segin otro modo de realizacidén de la presente invencidn, se
5 proporciona un plésmido el cual comprende una secuencia de
nucleétidos seleccionada entre el grupo consistente en SEQ
ID NO 5, una secuencia de nucledtidos la cual tiene una
identidad superior al 80% a la secuencia de nucledtidos SEQ
ID NO 5 y fragmentos de nucledétidos de SEQ ID NO 5.
10
En otro modo de realizacidén particular, el plasmido expresa
la fusién de la cremallera de leucina de fos al dominio B
de la IgA proteasa bajo el control del promotor lac.

15 En otro modo de realizacién mas preferido, el plasmido es
pFosB de SEQ ID NO 5.

Segin otro modo de realizacidén de la presente invencidn, se
proporciona un plésmido el cual comprende una secuencia de

20 nucledtidos seleccionada entre el grupo consistente en SEQ
ID NO 6, una secuencia de nucledtidos la cual tiene una
identidad superior al 80% a la secuencia de nucledtidos SEQ
ID NO 6 y fragmentos de nucleétidos de SEQ ID NO 6.

25 En otro modo de realizacidén particular, el plésmido expresa
la fusién de la cremallera de leucina de jun al dominio B
de la IgA proteasa bajo el control del promotor lac.

En otro modo de realizacién mas preferido, el plasmido es
30 pJunp de SEQ ID NO 6.

En otro aspecto de la presente invencidn, ésta proporciona
un método de agregacidén bacteriana dirigida caracterizado
porque a un cultivo de bacterias que contienen un plasmido
35 seleccionado entre el grupo formado por el pléasmido pJun,
el plasmido pFosp o una mezcla de ambos, se le afiade una
cantidad suficiente de wun inductor adecuado para la
induccién de JunP y/o FosP en la superficie de la membrana
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externa de dichas bacterias.

En otro aspecto de la presente invencidn, ésta proporciona
un método de agregacién bacteriana dirigida caracterizado
5 porque a un cultivo de bacterias que contienen un plasmido
seleccionado entre el grupo formado por el plasmido pJunf,
el plasmido pFosB o una mezcla de ambos, se le afiade una
cantidad suficiente de IPTIG para la induccidén de JunP y/o
FosB en la superficie de la membrana externa de dichas

10 bhacterias.

De acuerdo con un modo de realizacién preferido de la
presente invencién, ésta proporciona un método de
agregacién bacteriana dirigida caracterizado porque a un
15 cultivo de bacterias que contienen el plasmido pJunB, se le
afiade una cantidad suficiente de IPTIG para la induccidn de
JunB en la superficie de la membrana externa de dichas

bacterias.

20 De acuerdo con otro modo de realizacién preferido de la
presente invencién, ésta proporciona un método de
agregacidédn bacteriana dirigida caracterizado porque a un
cultivo que contiene bacterias que contienen el plasmido
pJunB y bacterias que contienen el plésmido pFosP,se le

25 afiade una cantidad suficiente de IPTG para la induccidn de
Junp en la superficie de la membrana externa de dichas
bacterias.

Por lo tanto, una posible aplicacién de la presente
30 invencidn seria recolectar bacterias procedentes de un
cultivo en suspensién induciendo la agregacidén de dichas
bacterias en cumulos que precipitan al fondo de la solucidén
de donde se recogerian por decantacién o por cualquier otro
método apropiado. La agregacién se logra mediante la
35 adicién de un inductor que activa la expresién de los
dominios Fos y Jun en la superficie de las bacterias, estos
dominios se unen entre si y provocan que las bacterias

.formen grandes cflmulos que precipitan. Este método seria
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una alternativa a los métodos al uso para recolectar

bacterias basados en centrifugacién o filtracidn.

Una variante de este método seria afiadir a un cultivo de
5 bacterias que expresan Fos otro cultivo distinto expresando
Jun. De esta manera la precipitacién seria instantdnea ya
que no habria que esperar a la expresién de los dominios
porque estos estdn ya presentes en los cultivos por
separado.
10
Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente
invencién, ésta proporciona el uso de una proteina de
fusién que comprende un dominio pasajero seleccionado entre
el grupo consistente en la cremallera de leucina del factor
15 de transcripcién de Jun y la cremallera de leucina del
factor de transcripcién de Fos y el dominio transportador
de la IgA proteasa de Neisseria gonorrhoeae en la
recoleccién de bacterias procedentes de un cultivo en
suspensién induciendo la agregacién de dichas bacterias
20 mediante la adicién de un inductor que activa la expresidn
de los dominios FosP y Junf en la superficie de las

bacterias.

En un modo de realizacidén preferido de la presente

25 invencién, se proporciona el uso de dicha proteina de
fusién donde la agregacién se logra mediante la adicion de
IPTG el cual activa la expresién de los dominios Fos y Jun
en la superficie de las bacterias, con lo que se consigue
la formacién de heterodimeros y/o homodimeros entre los

30 dominios de las cremalleras de leucina de Jun y de Fos
presentes en bacterias distintas.

En un modo de realizacién preferido de la presente
invencién, se proporciona el uso de dicha proteina de
35 fusién donde la agregacién se logra mediante la adicién de
3-metil benzoato el cual activa la expresibén de los
dominios Fos y Jun en la superficie de las bacterias, con
lo que se consigue la formacién de heterodimeros y/o
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homodimeros entre los dominios de las cremalleras de
leucina de Jun y de Fos presentes en bacterias distintas.

La expresién de Jun y Fos puede ser inducida con 3-metil

5 benzoato cuando estos dominios estdn presentes en pléasmidos
en los que su expresién queda bajo el control del promotor
Pm, como por ejemplo en pCNBFosB y pCNBJunf.

En el método de generacién de dichos plésmidos se siguid el
10 siguiente protocolo: los plasmidos pFosp y pJdunp se

digirieron con NotI y los fragmentos de 1620 pb que

contienen los genes de las proteinas hibridas FosB y Junp

se clonaron en pPCNBl (de Lorenzo V. et al., Gene 1993,

123 (1) :17-24) digerido con NotI, dando lugar a los
15 plasmidos pCNBFosB y pCNBJunf.

Asi, la expresién de FosB y JunP quedd bajo el control de
promotor Pm, un promotor regulable e inducible con 3-metil
benzoato.

20
De acuerdo con otra forma de realizacién preferida de la
presente invencién, ésta proporciona un método de
generacién de proteinas de Ffusién que comprende un dominio
de dimerizacién como dominio pasajero y un dominio

25 transportador de la familia de los autotransportadores, el
cual consiste en la amplificacidén por PCR de segmentos de
ADN correspondientes a los dominios de dimerizacién, con
cebadores adecuados de dichos dominios de dimerizacidn,
seguido de la digestién con Sfil y clonacién de los

30 productos resultantes del PCR en el mismo sitio que el
plésmido pMTB-1.

Segin otra forma de realizacién aln mds preferida de la
presente invencidn, se proporciona un método de preparacidén
35 de proteinas de fusién que comprende un dominio pasajero
seleccionado entre el grupo consistente en la cremallera de
leucina del factor de transcripcién de Jun y la cremallera
de leucina del factor de transcripcién de Fos y el dominio
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10

transportador de la IgA proteasa de Neisseria gonorrhoeae
que consiste en la amplificacién por PCR de los segmentos
de ADN correspondiente a fos y jun con los cebadores de SEQ
ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4; para

5 posteriormente realizar la digestién con Sfil y clonacién
de los productos resultantes del PCR en el mismo sitio que
el plasmido pMTf-1.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
10
Fig.l. Estructura de las proteinas hibridas FosB y Junf.
A. Organizacién de los insertos de plésmidos pFosp y pJunf
codificando los hibridos FosPp y JunB respectivamente. La
posicién del péptido sefial PelB (ss), el epitopo E-Tag, las
15 cremalleras de leucina y los segmentos del gen igAB son
indicados, asi como el promotor lac (plac). B. Topologia
putativa de cualguiera de los dos hibridos FosBy JunBen la
membrana externa bacteriana, con sus cremalleras de leucina
expuestas al medio externo. C. Interacciones putativas
20 entre dos bacterias expresando las proteinas FosP y Junf.

Fig.2. Expresién de FosBp y Junfen la cepa de E. coli
uT5600.
A. Immunoblot de extractos proteicos de células enteras de
25 cultivos inducidos expresando Fosf (1) o Junf (2) o no
transformados (3). El blot fue incubado con anticuerpos
monoclonales anti E-Tag. Conjugado de Streptavidina-
peroxidasa fue también afiadido para detectar las proteinas
estandar biotiniladas (M) . B. Accesibilidad del
30 peptidoglicano de las mismas células inducidas de E. coli.
TLas sefiales obtenidas sobre células intactas, usando un
suero anti-peptidoglicano, se presentan de forma
comparativa con aquellas obtenidas sobre células lisadas
tomado como 100%. Células de E. coli no transformadas

35 fueron tomadas como control.

Fig.3. Localizacién externa de los dominios pasajeros Fosp
y Junp.
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A, Bacteria intacta expresando Fosp y Junf,o no

transformadas (control) fueron dincubadas con anticuerpos

monoclonales anti E-tag por inmunofluorescencia indirecta.

Ta wunién del anticuerpo monoclonal anti E-Tag a los

5 epitopos de superficie expuestos fue detectada usando como

anticuerpo secundario un suero anti-IgG de ratdén conjugado

con Cy3 (en rojo). Esta imagen es el resultado de 1la

superposicién de la imagen de contraste, en la cual se

detectan todas las Dbacterias, y de la imagen de

10 inmunofluorescencia en la cual solo aquellas que expresan

el antigeno sobre su superficie fueron detectadas. B.

Células de E. coli expresando Fosp y Junp fueron incubadas

(+) o no (-) con tripsina (1 pg/ml). La digestidén de los

médulos expuestos de Fosp y JunP fue seguida por Western

15 blots wusando el anticuerpo monoclonal anti E-Tag. C.

Cuantificacién de presencia de Fosp y JunPsobre la

superficie de células intactas de E. Coli mediante ELISA.

Los valores mostrados son la media de tres experimentos

independientes y representan el porcentaje de la sefial

20 producida por células intactas (lavadas en PBS) con

respecto al valor obtenido con un numero idéntico de
células lisadas.

Fig. 4. Adhesién celular especifica dada por la interaccidén
25 de los dominios de dimerizacién de cremalleras de leucina.
A. Las muestras de células inducidas de E. coli que
expresan FosB, Junp o una mezcla del mismo numero de
células de ambas poblaciones (Fosp+JunB) fueron inoculadas
a la misma DOgp en tres tubos estériles diferentes sin
30 agitacién. La foto fue tomada después de 90 minutos. B.
Cinética de Densidad Optica (DO) de muestras tratadas como
en A. Las muestras examinadas fueron células de E. coli que
expresan FosP, Junf, HEPo una mezcla de células que
expresan JunpB con el mismo nimero de células que expresan
35 FosP (JunP + FosP) o HEB (JunP + HEP). La DO fue medida
en muestras tomadas a aprox. lcm de la superficie. La DO
inicial de los cultivos, justo antes de la induccidn, fue

tomada como 100%. C. Las imdgenes de mnicroscopia de
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contraste de fase de células inducidas de E. coli colocadas
sobre el portaobjetos del microscopio sin agitacidén después

de 90 minutos.

5 Fig. 5. Representacién grafica de la adherencia especifica
de células de Dbacteria conducidas por la interaccién
dimérica de las cremalleras de leucina expuestas sobre la
superficie bacteriana por la maquinaria del
autotransportador.

10
La imagen ampliada representa el complejo oligomérico
autotransportador en la superficie bacteriana con los
dominios pasajeros (cremalleras de leucina) expuestos al
medio extracelular y mostrando adherencia a su contraparte
15 presente en otra bacteria.

Fig. 6. Secuencia de pFosp.

Fig. 7. Secuencia de pJunf.

20
EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos ilustran un modo de realizacién de
la presente dinvencién, no considerandose en modo alguno
limitativos de la misma.

25

Ejemplo 1. Preparacién de los plésmidos.

Escherichia coli UT5600 (dompT proC leu-6 trpE38 entd)
conteniendo pFosP y pJunB fueron incubadas a 37 °C en
30 placas de agar LB conteniendo glucosa 2% y Cm (40 pg ml™)
o inoculado en el mismo medio liquido. Para la induccidn,
los cultivos fFueron ajustados a una DOgyo de 0.5 en medio
liquido LB sin glucosa, se afiadié 0.5 mM de IPTG y se
incubdé durante 3h a 37 °C.
35
Las secuencias de las cremalleras de leucina de jun y de
fos fueron amplificadas mediante PCR a partir del plasmido
pJUFO, descrito en Gene 1993, 137: 69-75.
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Los segmentos de ADN correspondientes a fos fuexon
amplificados con los cebadores Fosl y Fos2 de SEQ ID NO 1y
SEQ ID NO 2 respectivamente. Los cebadores Junl y Jun2 de
5 SEQ ID NO 3 y SEQ ID NO 4 fueron similarmente utilizados

para la amplificacién de jun.

Los productos resultantes de la PCR fueron digeridos con
SFiI y clonados en el mismo sitio del plésmido pMTB-1

10 (Cm") . Los plésmidos asi originados fueron llamados
pFos By pJunP. Estos expresan, respectivamente, fusiones de
las cremalleras de leucina de fos y de jun, al dominio B de
la IgA proteasa bajo el control del promotor lac. El
plédsmido control pHEPexpresa una proteina de fusidén entre

15 un péptido de 6 histidinas y el dominio B de la proteasa
IgA.

Las secuencias de los plasmidos pFosP y pJunf son SEQ ID NO
5 (Fig. 6) y SEQ ID NO 6 (Fig. 7), respectivamente
20

Ejemplo 2. Microscopia de Inmunofluorescencia.

Para la deteccién del epitopo E-Tag sobre la superficie de
células de E. coli, la bacteria fue lavada con PBS y fijada

25 en el mismo tampén conteniendo 3% de paraformaldehido. 80
pl de dicha suspensién celular fue colocado durante 1 hora
sobre placas de cristal recubiertas con poli-L-lisina (1 mg
ml™). ©Los portaobjetos de cristal fueron bloqueados
durante 40 minutos en tampén B (PBS con 3% de BSA). Las

30 muestras fueron entonces incubadas durante 1 hora en el
mismo tampén con un anticuerpo monoclonal anti-E-tag
{(Amershan Pharmacia Biotech, 10 ng ml™?) Cada espécimen fue
entonces lavado 5 veces con PBS y posteriormente incubado
durante 1 hora con un suero anti~IgG de ratdén conjugado con

35 Cy3 (Amershan Pharmacia Biotech) diluido a 1:100 en tampdn
B. Las células fueron entonces examinadas con microscopio
de epifluorescencia como se describe en Mol. Microbiol.
1999, 33: 1232-43.
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Ejemplo 3. Western-blot

Para la monitorizacién de la presencia de las proteinas
5 hibridas en extractos celulares, muestras de proteinas
desnaturalizadas fueron empleadas como muestra para SDS-
PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas fueron
afiadidas sobre membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) (Immobilon-P, Millipore) e incubadas con un
10 anticuerpo monoclonal anti-E-Tag conjugado con peroxidasa
{Amershan Pharmacia). Las membranas fueron reveladas con
una reaccién de quimioluminiscencia y expuestas a un film
de rayos X. El analisis de accesibilidad de proteasa fue
llevado a cabo como se indica en EMBO J., 2002, 2122-31.
15
La figura 2A muestra los western blots correspondientes a
extractos de células completas de E. coli transformadas con
los plésmidos pFosP y pJunfe inducidas con IPTG. Bandas del
tamafio esperado para las proteinas hibridas fueron
20 claramente producidas cuando los blots fueron incubados con
mAb anti E-Tag. Estas bandas eran bien definidas, sin
indicacién de inestabilidad o degradacién proteolitica.

Ejemplo 4. ELISA

25
El nivel de las cremalleras de leucina-E-tag sobre la
superficie celular fue cuantificado mediante ELISA del
siguiente modo. Para células intactas, cultivos de E. coli
fueron cosechados, lavados en PBS y resuspendidos en el

30 mismo tampén a una DOgyp final de 2.0. Alternativamente, las
bacterias fueron resuspendidas en PBS con EDTA 20 mM y
lisadas por sonicacién. Tanto las células intactas como las
lisadas fueron unidas a las placas de ELISA (Maxisorb,
Nunc) durante 1 hora a temperatura ambiente. Las muestras

35 fueron entonces bloqueadas con leche desnatada al 3% en PBS
durante 1 hora, aclaradas en PBS y se afiadié 1 pg ml™' de
anticuerpo monoclonal anti-E-tag. Las placas fueron

lavadas 3 veces antes de la incubacidén con peroxidasa
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conjugada con anti-ratén IgG (0.3 unidades ml™?, Boheringer
Mannheim). Los ELISA fueron revelados usando o-fenil-N-
diamina (OPD, Sigma).
Un protocolo similar fue utilizado para ensayar la
5 accesibilidad del peptidoglicano en E. coli expresando
proteinas hibridas. En este caso, un suero de conejo anti-
peptidoglicano de E. coli fue utilizado a una dilucién
1:1000, seguido de tratamiento con una dilucién 1:500 de
conjugado proteina A-peroxidasa (Roche).
10
Tal y como se muestra en la Figura 2B, el mismo nivel de
deteccién de peptidoglicano fue observado en células
control de E. coli (no transformadas) que en aquellas
expresando los hibridos FosP y JunB. Este resultado indica
15 que la produccibén de los hibridos no altera la integridad

de la membrana externa.
Ejemplo 5. Ensayo de agregacidén celular.

20 Cultivos liquidos de E. coli conteniendo los plésmidos
pFosP y pJunP se crecieron separadamente a una DOgyp de 0.5
y entonces fueron inducidos con IPTG 0.5 mM durante 3 horas
a 37 °C bajo agitacién a 180 rpm. Después de ello, se
tomaron alicuotas de 5 ml de cada cultivo, se transfirieron

25 a tubos de ensayo de 10 ml, y se dejaron crecer sin
agitacidén. Muestras de 100 pl fueron tomadas a intervalos
de 20 minutos de la parte superior de cada tubo para medir
su DOgpg -

30 Adicionalmente, se tomaron muestras inducidas para su
examen en microscopio. Al final, 15 pl de cultivos fueron
depositados sobre la superficie de una placa de microscopio
cubierta con una fina capa de agarosa 1% en tampén tris 50
mM pH 7.5 con el fin de inmovilizar las bacterias y se

35 incubaron a 37 °C durante 1 hora en atmésfera saturada de
agua, para posteriormente ser observados por microscopia
(contraste de fase).
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Tal y como se observa en la Figura 4A, 90 minutos después
de la dinduccién células de E. coli expresando Fosp
permanecieren en suspensién, mientras que las mismas
células conteniendo el plésmido pJunP sedimentaron
5 espontaneamente, disminuyendo rapidamente el DOgy del
cultivo de 2.2 a 0.3 (Figura 4B). Esta disminucién del DOsgo0
se acompafi®é de un precipitado bacteriano. Precipitado que
desaparecié al agitar, recuperando la misma DOggg que la del
cultivo expresando Junf.
10
Para la determinacién de si la agregacién observada en una
mezcla de bacterias expresando tanto Junf como FosB, fue
debida a interacciones especificas entre las cremalleras de
leucina de Fos y de Jun y no a un efecto inespecifico de
15 las Dbacterias expresando Junf, se 1llevé a cabo un
experimento similar usando como control una proteina de
fusién desprovista de cremalleras de leucina (HEB). Esta
proteina de fusién consiste en un segmento de poli-His
fusionado a un dominio P de la proteasa IgA. Las células
20 que expresaban este control, permanecieron en un estado
plancténico al igual que aquellas que expresaban
FosP (Figura 4B). La DOgg de un cultivo de bacterias
expresando tanto Junf como HEB disminuyé tan solo a la
mitad de la DO inicial, indicando que solo una parte del
25 cultivo precipita, probablemente la correspondiente a las
bacterias expresando JunB. Mientras que una poblacién de
células expresando Fosp y Junf co-sedimenté a los mismos
niveles que los correspondientes al cultivo expresando
JunB. Ese dato confirmé que la precipitacién del cultivo de
30 Dbacterias expresando tanto FosP como JunB fue debido a las
interacciones heterodiméricas de los dominios de las
cremalleras de leucina de Fos y de Jun.

En la Figura 4C se muestran las imigenes de microscopia
35 (contraste de fase), de los agregados formados por la
poblacidén que expresa Fosf, JunB, y por la poblacidén mixta

de células que expresan FosB y Junp.
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La informacién relativa a la didentificacidén de las
secuencias peptidicas descritas en la presente invencidn,
que se acompafia a la presente memoria en formato legible
por ordenador, es idéntica al listado de secuencias que se

5 presenta acompafiando a la memoria.

Ejemplo 6. Expresién de los plésmidos pCNBJunP y pCNBFosf
tanto en Pseudomonas putida como en E. coli inducida por 3-
metil benzoato.
10
Los plésmidos pFosf y pJdunB se digirieron NotI y los
fragmentos de 1620 pb que contienen los genes de las
proteinas hibridas Fosp y JunB se clonaron en pCNBI1 (de
Lorenzo V. et al., Gene 1993, 123(1):17-24) digerido con
15 NotI, dando lugar a los plasmidos pCNBFosf y pCNBJunf.

Asi, la expresién de FosP y JunB quedd bajo el promotor Pm,

un promotor regulable e inducible con 3-metil benzoato.

20 Estas construcciones se expresaron eficlentemente en E.
coli, estirpe CCl18 Apir.

El plasmido pCNBl tiene un origen de replicacién promiscuo,
R6K, lo que permite su replicacidén en una gran variedad de
25 bacterias Gram-negativas. Ademds posee un origen de
transferencia (oriT RP4) lo que permite su conjugacidn.
Ademds este plasmido contiene un cassette con la
resistencia a Km, el activador XylS, el promotor Pm y las
proteinas que se clonen bajo este promotor. En este caso
30 fueron Fosf y Junf. El pldsmido también codifica para la
transportasa que permite la insercidén del cassette en el

cromosoma de las bacterias receptoras.

Se conjugd el plésmido en Pseudomonas putida KT2440, donde

35 se obtuvieron colonias Km" y Pir®. [Estas colonias
expresaban eficazmente las proteinas FosP y Junf desde el
cromosoma de P. putida.
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REIVINDICACIONES

. Proteina de fusidn que se expresa sobre la superficie

de la membrana externa de bacterias caracterizada
porgue comprende un dominio de dimerizacidén como
dominio pasajero y un dominio transportador de la

familia de los autotransportadores.

. Proteina de fusidn de acuerdo con la reivindicacidn

anterior, caracterizada porque comprende la cremallera
de leucina del factor de transcripcidén eucaridtico de

Jun como dominio pasajero.

. Proteina de fusién de acuerdo con la reivindicacidn 1,

caracterizada porgque comprende la cremallera de
leucina del factor de transcripcidn eucaridtico de Fos

como dominio pasajero.

. Proteina de fusidén de acuerdo con la reivindicaciones

2 a 3, caracterizada porque comprende el dominio
transportador de la IgA proteasa de Neisseria

gonorrhoeae.

. Proteina de fusidn que se expresa sobre la superficie

de la membrana externa de bacterias segln cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, caracterizada
porque comprende un péptido sefial que la transporta al

periplasma.

. Proteina de fusidén seglGn la reivindicacidén 35,

caracterizada porque el péptido seflal es el de PelB.

. Proteina de fusidén que se expresa sobre la superficie

de la membrana externa de bacterias, segin las
reivindicaciones 1-6, caracterizada porque comprende
el epitopo E-tag que permite su inmunodeteccidn.
Plasmido que comprende la secuencia de nucledtidos SEQ
ID NO 5 o una secuencia de nucledtidos la cual tiene
una identidad superior al 80% a dicha secuencia o
fragmentos de la misma que codifiquen al menos para la
proteina de fusidn de la cremallera de leucina de Fos
y el dominio beta de la IgA proteasa.

Plasmido gue comprende la secuencia de nucledtidos SEQ

ID NO 6 o una secuencia de nucledtidos la cual tiene

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

19

una identidad superior al 80% a dicha secuencia o
fragmentos de la misma que codifiquen al menos para la
proteina de fusidén de la cremallera de leucina de Jun
y el dominio beta de la IgA proteasa.

Plasmido seglin las reivindicaciones anteriores 8 y 9,
caracterizado porque la expresidén de la proteina de
fusidén estd controlada por el promotor lac o el
promotor Pm.

Cultivo de bacterias que contiene cualquiera de los
plédsmidos de las reivindicaciones 8 a 10.

Cultivo de bacterias segtn la reivindicacidn anterior
en el que la bacteria es E. coli.

Método de agregacidn bacteriana dirigida caracterizado
porque comprende la expresidn, en la superficie de la
membrana externa de éstas, de una proteina de fusidn
que comprende un dominio de dimerizacidén como dominio
pasajero y un dominio transportador de la familia de
los autotransportadores.

Método segin la reivindicacidn anterior 13,
caracterizado porque comprende un cultivo de bacterias
que expresan Junf.

Método segln la reivindicacidn anterior 14,
caracterizado porque el cultivo de bacterias contiene
el plésmido pJunP.

Método segln la reivindicacién 13, caracterizado
porgue comprende un cultivo de una poblacidén mixta de
bacterias que expresan FosPB y Junf.

Método seglin la reivindicacidn 13, caracterizado
porque a un cultivo de bacterias que expresan Fosf se
le adiciona otro cultivo distinto expresando Junf.
Método segln la reivindicaciones 16 v 17,
caracterizado porque las bacterias contienen los
pléasmidos pFosP o pdunf.

Método de agregacidn bacteriana dirigida caracterizado
porque dicha agregacidén se logra mediante la adicidn
de un inductor que activa la expresidén de los dominios
Fos y/o Jun en la superficie de las bacterias.

Método seglin la reivindicacidén 19, caracterizado

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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20

porgue el agente inductor es IPTG (isopropil-beta-D-
tiogalactopiranosido) .

Método seglin la reivindicacidén 19, caracterizado
porque el agente inductor es 3-metil benzoato.

Uso de una proteina de fusidén que comprende un dominio
de dimerizacién como dominio pasajero y un dominio
transportador de la familia de los
autotransportadores, en la reprogramacidén de las
propiedades de adhesidén de bacterias.

Uso de una proteina de fusidn segln las
reivindicaciones 2 a 7 en la recoleccidn de bacterias
procedentes de un cultivo en suspensidén induciendo la
agregacidén de dichas bacterias mediante la adicidn de
un inductor que activa la expresidén de los dominios
Fos y Jun en la superficie de las bacterias.

Uso segln la reivindicacidén anterior 23, caracterizado
porgue la agregacidn se logra mediante la adicidn de
IPTG.

HOJA DE SUSTITUCION (REGLA 26)
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peptido-sefial-PelB
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E-Tag
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gagtcaattc
cggtgtctcet
aacgcgggaa
acaacaactg
gcacgcgcecg
cgtggtggty
tecttctegeg
cattgctgtg
gacacccatc
tctggtcgea
ggcgcgtetyg
agcggaacgg
gaatgagggc
aatgcgcgee
cgacgatacc
tcgectgetg
gaagggcaat
tacgcaaacc
ttccecgactg
ccgttttgtt
ccccaggcett
caatttcaca
aacgagggca
cggcccagcec
aagacgaaaa
tggagttcat
tgcegtatee
cacgtccacc
aagacaatag

agttaattaa

agggtggtga
tatcagaccg
aaagtggaag
gcgggcaaac
tcgcaaattg
tcgatggtag
caacgcgtca
gaagctgcecet
aacagtatta
ttgggtcacc
cgtctggetg
gaaggcgact
atcgttccceca
attaccgagt
gaagacagct
gggcaaacca
cagctgttge
gcctctceecee
gaaagcgggce
ttgcagccca
tacactttat
caggaaacag
aatcatgaaa
ggccatggeg
atccgcgcetg
cctggcggea
ggatccgcectg
aacaccgcgg
tgaatcatca

tgattatgaa

atgtgaaacc
tttcecegegt
cggcgatgge
agtcgttget
tcgeggegat
aacgaagcgg
gtgggctgat
gcactaatgt
ttttctcceca
agcaaatcgc
gctggcataa
ggagtgccat
ctgcgatgcet
ccgggctgeg
catgttatat
gcgtggaccyg
ccgtctcact
gcgegttgge
agtgagcggt
cctcaacgca
gctteecgget
ctatgaccat
tacctattgce
gacctgaccg
caaaccgaaa
cacgaggcct
gaaccgatcg
gtcgetgegyg
ataggtaatt

gaaatccecet

3/9
agtaacgtta

ggtgaaccag
ggagctgaat
gattggcgtt
taaatctcge
cgtcgaagcce
cattaactat
tccggcegtta
tgaagacggt
gctgttageg
atatctcact
gtccggtttt
ggttgccaac
cgttggtgeg”
ccegeegtta
cttgctgcaa
ggtgaaaaga
cgattcatta
acccgataaa
attaatgtga
cgtatgttgt
gattacgaat
ctacggcagce
acaccctgca
tcgecgaacct
cgggggccga
acaattcagc
ccgtattttce
tagctcgtgt

tggaggagtt

tacgatgtcg
gccagecacyg
tacattccca
gccacctcca
gccgatcaac
tgtaaagcgg
ccgctggatg
tttcttgatg
acgcgactgg
ggcccattaa
cgcaatcaaa
caacaaacca
gatcagatgg
gacatctcgg
accaccatca
ctectcteagg
aaaaccaccc
atgcagctgg
agcggettece
gttagctcac
gtggaattgt
ttctaggegg
cgctggattg
ggcggaaacc
gctgaaagaa
attcgtcgac
cgcaattagt
attggatgat
aatacctaga

ggaagatgaa
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cagagtatgc
tttctgegaa
accgcgtgge
gtctggecet
tgggtgccag
cggtgcacaa
accaggatgce
tctectgacca
gcgtggagea
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