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Resumen

La aparicion y propagacion de mecanismos de resistencia a los antibioticos es
un problema cada vez mayor para la salud publica, ya que limita las opciones
terapéuticas disponibles para tratar las infecciones bacterianas, reduciendo la
eficacia clinica y elevando los costos de tratamiento y la mortalidad. La
resistencia a los antibiéticos puede surgir por mutaciones o por la adquisicion de
genes de resistencia a través de mecanismos de transferencia genética
horizontal, especialmente por conjugacion. En bacterias Gram-negativas, la
conjugacion es mediada por un sistema de secrecion tipo IV. Con el fin de
estudiar este proceso, durante estos meses se han llevado a cabo una serie de
experimentos centrados en la purificacion y estudio de la interaccién de dos
proteinas clave en el proceso: TrwC y TrwB, usando como modelo el plasmido
conjugativo R388. Con ambas proteinas purificadas mediante técnicas de
cromatografia, se han realizado varios ensayos de interaccion, con el propdsito
de caracterizar este complejo proteico a nivel estructural, por microscopia
electronica y cristalografia. Comprender el mecanismo a nivel molecular es
crucial para poder desarrollar estrategias que combatan la propagacion de genes
de resistencia en poblaciones bacterianas.

Abstract

The emergence and spread of antibiotic resistance is a growing public health
problem, as it limits therapeutic options for infections caused by these
microorganisms, reduces clinical efficacy, and increases treatment costs and
mortality. Antibiotic resistance can arise from mutations or the acquisition of
resistance genes through mechanisms of horizontal gene transfer, especially
conjugation. In Gram-negative bacteria, this is mediated by a type IV secretion
system. In this work, a series of experiments focused on the purification of two
key proteins in this process, TrwC and TrwB, has been conducted using the R388
plasmid as a model. With both proteins purified by means of chromatography
techniques, several interaction assays were performed to characterize the protein
complex at a structural level, using electron microscopy and crystallography.
Understanding these interactions at a structural level is crucial for developing new
strategies to combat the spread of antibiotic resistance genes.

Palabras clave

Resistencia a antibidticos, sistemas de secrecién, conjugacién bacteriana,
purificacion de proteinas, biologia estructural

Keywords

Antibiotic resistance, secretion systems, bacterial conjugation, protein
purification, structural biology
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Introduccion

Si bien el descubrimiento de los antibitticos revolucioné el campo de la medicina,
su produccion y uso a gran escala ha tenido efectos generalizados en la biosfera
microbiana. El uso abusivo de antibiéticos ha generado una gran presion de
seleccién sobre las poblaciones bacterianas en todos los entornos expuestos,
dando lugar a la aparicion de microorganismos multirresistentes. El desarrollo de
nuevos antibioticos no puede seguir el ritmo a la emergencia de dichos
microorganismos, lo que hace necesario buscar otros enfoques para abordar
esta compleja situacion.

Las principales vias por las cuales pueden surgir nuevas bacterias resistentes a
los antibidticos son las mutaciones espontdneas y los mecanismos de
transferencia genética horizontal'~’. Concretamente, la transferencia genética
horizontal puede provocar la propagacion de la resistencia a los antibioticos
desde especies comensales y ambientales hacia patdgenos, como se ha
demostrado en algunos genes de resistencia a los antibidticos (ARG)
clinicamente importantes. De los tres mecanismos canonicos de transferencia
genética horizontal, se considera que la conjugacion tiene la mayor influencia en
la diseminacién de los ARG*.

En las bacterias Gram-negativas, la conjugaciéon es mediada por un gran
complejo macromolecular, el sistema de secrecion tipo IV conjugativo (T4SS),
producido por la bacteria donadora e insertado tanto en su membrana externa
como en la interna. Los sistemas de secrecion tipo IV estan involucrados no solo
en la conjugacion bacteriana, sino también en el transporte de factores de
virulencia por bacterias patdgenas. Estos sistemas operan a través de un
mecanismo de un solo paso. Los sustratos secretados (proteinas o complejos
de nucleoproteinas en el caso de los sistemas conjugativos tipo 1V) son guiados
hacia la base del canal de secrecidon y se translocan directamente al interior de
la célula huésped en un estado desplegado dependiente de ATPS.

Los sistemas de secrecion de tipo IV (T4SS) suelen estar codificados en
plasmidos conjugativos y los mas sencillos estdn compuestos por 12 proteinas,
denominadas VirB1 a VirB11 y VirD4 (TrwB en el plasmido R388 utilizado en
este proyecto). Tres de estas proteinas, VirB4 (TrwK), VirB11 (TrwD) y VirD4
(TrwB), funcionan como ATPasas que proporcionan energia al sistema. Tres
proteinas mas, VirB7 (TrwH), VirB9 (TrwF) y VirB10 (TrwE), forman el complejo
central de la membrana externa (OMCC). Las demas proteinas, excepto
VirB2/TrwL, que forma el pilus conjugativo, y VirB5/TrwJ, que se localiza en la
punta del pilus, se ensamblan para formar tres subcomplejos adicionales, segun
lo revelado por Macé et al. (2022)2. Para mas detalles, véase la Figura 1.

La conjugacion se inicia por una proteina especifica codificada por el plasmido
conjugativo, que reconoce una secuencia de ADN en el plasmido, en el origen
de transferencia u oriT. Tras una escision nucleofilica, para la cual es necesaria
la ayuda de otras proteinas accesorias que forman el relaxosoma (TrwA e IHF)’,
gueda unida covalentemente al ADN. Esta proteina, llamada relaxasa (TrwC en
el plasmido R388), se transporta a través de las membranas de las células
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donadora y receptora unida covalentemente al ADN conjugativo. Este proceso
se lleva a cabo con la ayuda de otra ATPasa conocida como proteina de
acoplamiento (TrwB en el plasmido R388). TrwB es una ATPasa hexamérica,
capaz de acoplar la energia liberada por la hidrélisis del ATP al bombeo de la
copia de ADN de cadena sencilla a través del canal de secrecion, de forma que
el complejo nucleoproteico formado por el ADN conjugativo y la relaxasa
atravesara las membranas de la célula donadora y sera translocado a la
receptora®.

En este proyecto se han realizado varios ensayos de interaccion entre TrwB y
TrwC con el propdsito de caracterizar este complejo proteico a nivel estructural
usando microscopia electronica y cristalografia, con el fin Ultimo de disefiar un
mecanismo que pueda inhibir esta interaccion e intervenir asi en el mecanismo
de diseminacién de genes de resistencia a antibioticos.

Resultados

La co-elucion y posible interaccién entre las proteinas TrwB y TrwC ha sido
previamente demostrada®. En este proyecto, se han reproducido los ensayos a
mayor escala, con el fin de caracterizar la interaccion entre ambas proteinas
desde un punto de vista estructural, por microscopia electronica y cristalografia.

Secuenciacion del plasmido pGEX-3X::trwBAN75

TrwB es una proteina integral de membrana. Con el fin de facilitar su estudio in
vitro, se utilizé una version soluble de la misma, consistente en una delecion de
los primeros 75 aminodacidos fusionada a un tag de glutation S-transferasa (GST)
en su extremo amino terminal. La proteina resultante de esta construccion es
GST-TrwBAN75 (en adelante GST-TrwB).

Como paso inicial, se llevé a cabo la comprobacién de la secuencia del plasmido
PGEX-3X::trwBAN75 (denominado pMTX5013), que codifica dicha proteina, con
el objetivo de descartar la aparicion de mutaciones que hubieran podido alterar
la estructura de la proteina de interés.

Para ello, se realizé la extraccion del ADN plasmidico como se indica en la
seccion de Metodologia y se disefiaron varios primers que abarcaran la
secuencia completa de la proteina. Los resultados de secuenciacion (Figura S1)
fueron comprobados mediante la herramienta Chromas, observdndose una
excelente calidad de lectura. La secuencia resultante fue alineada en SnapGene
con la obtenida al insertar la secuencia de GST-TrwBAN75 en el vector pGEX-
3X. Se observé una Unica mutacion silenciosa en la posicion 1121 del constructo
(c.1121C>G (p.Thr374Thr)).
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Purificacion de la proteina GST-TrwB

Para la incubacion de ambas proteinas y posterior estudio de su interaccion, fue
necesario disponer de muestras aisladas e independientes de cada una de ellas.
En este proyecto, se contaba con muestras de TrwC previamente purificadas y
congeladas por otros miembros del grupo de investigacion, por lo que se puso el
foco exclusivamente en la purificacion de la proteina de fusion GST-TrwB.

En primer lugar, se transformaron células competentes de Escherichia coli (C41)
mediante electroporacion y se cultivaron para inducir la sobreexpresion de la
proteina de interés. Las muestras fueron lisadas en distintos tampones (tampon
de lisis 1 y 2 en la seccion de Metodologia) y sometidas a cromatografia de
afinidad utilizando una columna GSTrap de 1 ml (Cytiva Life Sciences™), tal y
como se indica en la seccion de Metodologia. Esta columna atrapa la proteina
GST, permitiendo asi la separacion de la proteina de fusién del resto de
proteinas celulares (Figura 2). Como muestra la figura, en la elucion también
aparecen restos de proteina GST (sin TrwB) procedentes de la rotura de la
proteina de fusién, por lo que es necesario llevar a cabo otro paso de purificacion
con el fin de separar ambas poblaciones.

En un segundo paso de purificacion, las fracciones que contenian GST-TrwB
(fracciones 9 — 20 de la Figura 2) se combinaron y concentraron en centricones
(Amicon Ultra 15 - 10K, Merck Millipore) hasta un volumen final de 500 ul. Esta
muestra se sometié a cromatografia de filtracion en gel utilizando una columna
Superdex-200 (Cytiva Life Sciences™ Superdex™200 10/300 GL 24ml) con
tampon S200 (Metodologia), para separar las proteinas en funcién de su tamafio
molecular, obteniendo muestras puras de GST-TrwB aislada (Figura 3).

Al cargar la muestra en la columna S200 se observa la elucion de la misma en
dos picos principales. Un primer pico, con un volumen de elucion (Ve) de 12 ml,
que corresponde a la proteina GST-TrwB (MW tedrica 72 kDa), tal y como
muestra la electroforesis en gel del panel B de la misma figura. El segundo pico
observado corresponde a la proteina GST sola, con un volumen de elucion de
13,1 ml (MW tedrica 25,5 kDa). La columna habia sido previamente calibrada
con patrones de diferente peso molecular (apoferritina (443 kDa), amilasa (200
kDa), BSA (66 kDa) y anhidrasa carbdnica (29 kDa), lo que permite estimar el
peso molecular asociado a cada pico de elucién. Segun esta calibracion, el
primer pico observado con GST-TrwB corresponderia a una proteina con un
tamafio aproximado de 226 kDa. Este tamafio, en comparacién con la masa
molecular tedrica de la proteina (72 kDa), sugiere que la proteina esta presente
en un estado oligomérico, posiblemente como un trimero. Es importante sefialar
que las condiciones en las que se cargl la muestra en la columna difieren
ligeramente de las empleadas en la calibracion de la misma, por lo que se
necesitan nuevos experimentos para poder determinar el estado oligomérico. En
concreto, se enviardn muestras para su analisis por ultracentrifugacion analitica,
técnica mas adecuada para resolver el estado oligomérico de una proteina.
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Ensayo de interaccion GST-TrwB/TrwC

El objetivo de este experimento es reproducir a mayor escala los resultados de
co-elucion y posible interaccion entre las proteinas TrwB y TrwC reportados
anteriormente?, con el fin de caracterizar esta interacciéon desde un punto de vista
estructural. Con este propdsito, se incubaron juntas muestras purificadas de
cada proteina para favorecer la interaccion y se sometid la mezcla a
cromatografia de afinidad.

Para confirmar que la co-eluciobn de GST-TrwB y TrwC no se debia a la
adherencia de TrwC a la columna, se realiz6 previamente una cromatografia de
afinidad con TrwC en las mismas condiciones que se hizo con GST-TrwB (ver
apartado anterior), utilizando una muestra purificada de TrwC (61 pM) en
tampon S200 TrwC. En la figura suplementaria 2 se observa que toda la muestra
de TrwC eluye en las primeras fracciones, correspondientes al lavado de la
columna. Esto demuestra que TrwC no queda adherida a la columna. Por lo
tanto, si se produjera una co-elucion de ambas proteinas, se deberia a una
interaccion entre ellas.

Una vez comprobado el punto anterior (Figura S2), la muestra de TrwC purificada
(59 uM) en tampon S200 TrwC, 300 mM de NacCl, se diluy6 con Pipes (pH 6,2)
para poder reducir la concentracion de NaCl a 150 mM. A continuacion, se
afiadi6 la muestra de GST-TrwB purificada (41 yM) en tampon B, 100 mM de
NaCl. Finalmente, la mezcla se llevé a un volumen final de 1 ml (concentraciones
finales de proteina:15 yM de TrwC, 10 yM de GST-TrwB). El motivo principal de
llevar a cabo estas diluciones es que la interaccion entre ambas proteinas es
muy sensible a la concentracion de sal®, por lo que se ajusté finalmente a 80 mM.
Posteriormente, ambas proteinas se incubaron juntas durante una hora a
temperatura ambiente y la muestra se carg6 en una columna GSTrap de 1 ml.
Se realiz6 una cromatografia de afinidad, tal y como se describe en el apartado
de Metodologia, realizando un lavado extenso de 10 ml hasta asegurar que no
quedaban restos de proteina TrwC libre en la columna. Las fracciones obtenidas
se cargaron en un gel SDS-PAGE al 8%, tefiido con BlueSafe (Figura 4),
comprobandose que ambas proteinas coeluian y demostrando su interaccion.
Se seleccionaron las fracciones que contenian el complejo GST-TrwB/TrwC, se
combinaron, concentraron y posteriormente se cuantificaron mediante el ensayo
de Bradford, con el objetivo de obtener muestras adecuadas para su
visualizacion mediante microscopia electrénica y cristalografia.

Estudio estructural del complejo GST-TrwB/TrwC

Las muestras del posible complejo GST-TrwB/TrwC eluidas de la columna
anterior fueron analizadas por microscopia electrOnica. Tras cuantificar la
concentracion de las muestras, se prepararon alicuotas a una concentracion de
0,1 mg/ml. Se aplico 5 ul de esta muestra a rejillas de microscopia electrénica
con carbono (Agar) tratadas con plasma (Glow discharge) previamente a su uso.
Estas rejillas fueron analizadas en un microscopio electronico JEOL-1100 y se
tomaron imagenes como las que se muestran en la Figura 5 (panel A). El tamafio
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de las particulas es compatible con el de un complejo GST-TrwB/TrwC. Sin
embargo, al no poder estimar la estequiometria de esta mezcla ternaria por
filtracion en gel (el complejo se separa) es dificil controlar la homogeneidad de
la muestra, paso clave para el andlisis de imagen y reconstruccién tridimensional
del complejo.

Como aproximacion alternativa en el estudio estructural del complejo proteico,
se prepararon también placas de cristalografia, tal y como se indica en el
apartado de Metodologia. Se utilizaron placas de 96 pocillos (MRC 96-Well 2-
Drop Crystallization plate, Molecular Dimensions) y se observaron las muestras
de forma continuada en los dias siguientes a su preparacion, utilizando un
microscopio Optico de luz polarizada (Stereo Microscope Leica MZ16). Tal y
como muestra el panel B de la Figura 5, se obtuvieron pequefios cristales en la
condicion C4 (20% w/v PEG 3350, 0,2 M Tartrato de Potasio Tetrahidratado).
Estos cristales han crecido principalmente en dos dimensiones. Sin embargo, su
reducido tamafio y la gran cantidad de precipitado proteico que los rodea hacen
especialmente complicada su manipulacion para llevarlos al sincrotron para su
difraccion. Por ende, se repetirdn estos experimentos, variando ligeramente la
concentracion de proteina y de los agentes precipitantes (PEG vy tartrato
potésico), con el objetivo de optimizar la muestra.

Discusion

En este proyecto, se han realizado diversos experimentos con el objetivo de
caracterizar la interaccion estructural entre las proteinas TrwB y TrwC, utilizando
técnicas de microscopia electrénica y cristalografia. Los resultados obtenidos
proporcionan una vision detallada de la complejidad y las dificultades inherentes
al estudio de estos complejos proteicos.

La co-elucion observada de TrwB y TrwC durante los experimentos de
cromatografia sugiere una posible interaccion entre ambas proteinas. Sin
embargo, este hallazgo plantea varias preguntas sobre la naturaleza y la
estabilidad de esta interaccion. La co-elucién indica que las proteinas pueden
estar formando un complejo estable, pero no proporciona informacién sobre la
estequiometria del complejo ni sobre las condiciones exactas que favorecen esta
interaccidon. Un calculo aproximado de las concentraciones de estas proteinas
en la co-elucion (Figura S3) parece indicar una estequiometria 3:1 (TrwB:TrwC).
La dificultad para obtener valores mas exactos con esta aproximacion subraya
la necesidad de utilizar métodos mas robustos para estudiar estas interacciones,
como, por ejemplo, la ultracentrifugacion analitica.

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica muestran particulas
cuyo tamafo es compatible con el complejo GST-TrwB/TrwC. Este resultado es
alentador, ya que apoya la hipétesis de que ambas proteinas interactian de
manera especifica. Sin embargo, la homogeneidad de la muestra sigue siendo
un desafio crucial. La variabilidad en la preparacién de las muestras y la
incapacidad para controlar completamente la estequiometria complican el
analisis de las imagenes y la posterior reconstruccion tridimensional del
complejo.
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Aunque se ha avanzado en la purificacion de las proteinas y en la obtencion de
datos preliminares de interaccion, los intentos de cristalizacion no han
proporcionado resultados concluyentes hasta el momento. La obtencién de
cristales de alta calidad es esencial para la resolucion de estructuras a nivel
atomico, y los problemas encontrados en este proyecto reflejan las dificultades
comunes en este tipo de estudios. Se precisa optimizar las condiciones de
cristalizacion encontradas para poder crecer cristales de mayor calidad que
permitan su posterior difraccion y analisis en el sincrotron.

Para avanzar en la comprension de la interaccion entre TrwB y TrwC, sera
necesario implementar enfoques complementarios. La realizacion de estudios de
mutagénesis dirigidos podria ayudar a identificar los residuos criticos para la
interaccién y mejorar la estabilidad del complejo. En este sentido, la reciente
version de AlphaFold que acaba de hacerse publica (Alphafold Server, powered
by AlphaFold 3) ha posibilitado realizar una prediccién de la interaccién entre
ambas proteinas. La Figura 6 muestra el resultado de dicha prediccion, indicando
en detalle las cadenas laterales de los amino acidos implicados en ambas
proteinas. Un posterior andlisis de esta interaccion utilizando la herramienta
PISA (PDBePISA) ha proporcionado el detalle de las distancias y residuos
implicados, mostrandose en el panel C de esa misma figura.

En conclusién, aunque se han logrado progresos significativos en la
caracterizacion preliminar de la interaccion entre TrwB y TrwC, se requieren
esfuerzos adicionales para superar las limitaciones actuales y obtener una
comprensién mas completa de este sistema proteico. Estos estudios no solo
contribuiran al conocimiento basico de los sistemas de secrecion tipo 1V, sino
gue también podrian tener implicaciones importantes para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas contra la resistencia a los antibiéticos.

Metodologia

Cepas bacterianas

La cepa DH5a de Escherichia coli®'? se usé para almacenar el plasmido
pMTX501 (pGEX-3X::trwBAN75), mientras que para sobre-expresar la proteina
GST-TrwBAN75 se empleé la cepa C41%3-15, Ademas, se llevé a cabo un estudio
de antibiogramas para verificar la resistencia a los antibiéticos esperada en las
células utilizadas para la conservacion del plasmido (cepa DH5a). Estas células
son resistentes al acido nalidixico y el plasmido confiere resistencia a ampicilina.
Se testaron seis antibiéticos: Ampicilina (AMP), Cloranfenicol (CHL), Kanamicina
(KNM), Acido nalidixico (NAL), Estreptomicina (SMN) y Trimetropin (TMP),
encontrando las resistencias esperadas a AMP y NAL.

Extraccion y secuenciacion del ADN plasmidico
Para la extraccion de ADN plasmidico, se inocul6 un matraz de 10 ml de medio

LB + 10 pyl de ampicilina con 10 ul de un glicerol de células DH5a conteniendo el
plasmido de interés. Se dejo incubar a 37°C en agitacion overnight y al dia
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siguiente la muestra se centrifugd a 4.000 rpm durante 15 minutos. Para la
extraccion se emple6 el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermoscientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Para eluir el ADN plasmidico se
afadio 50 yl de agua MilliQ a la membrana de la columna, se incub6 5 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugd finalmente a 13.400 rpm durante 2
minutos. La muestra recogida se cuantific6 en el Nanodrop, midiendo la
absorbancia a 260 y la relacion 260/280.

Para comprobar la secuencia del plasmido, se disefiaron los siguientes primers:
FW1_pMTX501 (5 CTGGCAAGCCACGTTTGGT 3), FW2_pMTX501 (5
TGATCTCCGCATGGGTTGACG 3) y Reverse_pMTX501 5
GGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCA 3’). Las muestras para cada reaccion
se prepararon de forma independiente, afiadiendo 10 pl del ADN plasmidico (127
ng/ul) y 3 ul del oligonucledtido (10 uM). Los resultados de secuenciacion por el
meétodo de Sanger (StabVida) fueron analizados con Chromas y SnapGene.

Purificacion de GST-TrwB

La proteina GST-TrwB se purific6 mediante cromatografia de afinidad en una
columna GSTrap (Cytiva Life Sciences™ GSTrap™ 4B 1ml), seguida de
cromatografia de filtracion en gel utilizando una columna Superdex-200 (Cytiva
Life Sciences™ Superdex™200 10/300 GL 24ml). Los eluidos obtenidos se
analizaron en geles SDS-PAGE al 12%, tefiidos con BlueSafe.

Las cepa C41 de E. coli conteniendo el plasmido pMTX5012 fue sobreexpresada
con isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) en 2 litros de LB con agitacion
a 37°C durante 5 horas. Se centrifugd a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4°C y
se descart6 el sobrenadante. Las células se resuspendieron en tampon de Lisis
1 (50 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA, 5 mM MgClz, 10% Sacarosa, 0,001% PMSF,
pastilla de inhibidores de proteasas, 50 mg Lisozima) y, tras una incubacion de
30 minutos en hielo, se les afiadio el tampdn de Lisis 2 (50 mM Tris pH 7,5, 0,1
mM EDTA, 5 mM MgClz, 1 M NaCl, 0,5% Triton X-100, 0,001% PMSF). Los
lisados se centrifugaron a 40.000 rpm durante 30 minutos a 4°C y el
sobrenadante obtenido se cargé mediante bomba peristaltica en una columna
de afinidad GSTrap de 1ml.

La cromatografia de afinidad se realiz6 en tampon A (50 mM Tris pH 7,5, 0,1 mM
EDTA, 2 mM MgClI2, 100 mM NacCl, 0,001% PMSF), eluyendo las proteinas con
un gradiente de 0 a 100% de tampon B (similar al tampon A pero con 20 mM
Glutation). La elucion se realizo en 5 volumenes de columna (5 ml), a un flujo de
1 ml/min. Se recogieron fracciones de 500 pl.

Para la elucién de las proteinas en la cromatografia de gel filtracion, se equilibré
la columna con tampon S200 (50 mM Pipes pH 6,2, 0,1 mM EDTA, 100 mM
NaCl, 0,001% PMSF). Las fracciones se recogieron en volumenes de 300 ul a
un flujo de 0,3 ml/min durante un volumen de columna (24 ml). Se tomaron 5 pl
de cada una de ellas para cuantificar la concentracion mediante el ensayo de
Bradford y se congel6 el resto afiadiendo glicerol 5% para su almacenamiento a
-80°C hasta su posterior uso.

Uc ‘ Universidad
de Cantabria

10



393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409
410

411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427

428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440

Trabajo de Fin de Grado - Grado en Ciencias Biomédicas - Facultad de Medicina - 2023 - 2024

Analisis de interacciones proteina-proteina

Se empleo6 una muestra de TrwC purificada y congelada por otros miembros del
grupo de investigacion previamente en tampon S200 TrwC (50mM Tris pH 7,5,
0,1mM EDTA, 300mM NacCl, 0,001% PMSF y 10% Glicerol). Se concentro en
centricones (Amicon Ultra 0,5 ml - 3K, Merck Millipore).

Las proteinas TrwC (15 yM) y TrwB-GST (10 uM) fueron incubadas durante 1
hora a temperatura ambiente en tampon Pipes (pH 6,2) y la muestra se sometio
a cromatografia de afinidad en una columna GSTrap. Se lavo la columna con 10
ml para asegurar que no quedaban restos de TrwC libre en la columna y se eluyo
con un gradiente isocréatico (100% de tampon B, 20 mM Glutation) en 10 ml. Las
diferentes fracciones obtenidas se cargaron en geles de SDS-PAGE (8%)
tefiidos con BlueSafe y se cuantificaron mediante el ensayo de Bradford. Se
tomaron 20 ul para preparar rejillas para microscopia electronica de tincion
negativa y se congeld el resto afiadiendo glicerol 5% para su almacenamiento a
-80°C hasta su posterior uso.

Analisis estructural por Microscopia Electronica (ME)

La preparacion de rejillas para microscopia electréonica de tincion negativa
requiere generar una hidrofilicidad que permita la adherencia de la muestra
proteica a la rejilla, para lo cual se colocaron las rejillas sobre un portaobjetos
cubierto de parafilm en una placa de Petri sin tapa y se introdujeron en el equipo
Emitech K100X Glow Discharge System Surface Plasma Cleaning with Edwards
Pump. Posteriormente, se afiadié 5 yl de cada una de las muestras (0,1 mg/ml)
a la rejilla y se dejo incubar durante 1 minuto. Transcurrido ese tiempo, se retiré
el exceso de muestra mediante capilaridad con papel Whatman y se lavé con 5
Ml de agua MilliQ. Se anadio el agente de tincion (5 yl de acetato de uranilo 2 %)
y se dejé incubar durante 1 minuto, para retirar posteriormente el exceso
mediante capilaridad con papel de filtro. Las muestras se almacenaron en un
rejillero hasta su visualizacion en un Microscopio JEOL 1100 (IDIVAL), dotado
de una camara Orius SC1000 (GATAN). Las imagenes fueron tomadas a una
magnificacion x 150.000.

Analisis estructural por Cristalografia

Las fracciones del complejo proteico GST-TrwB/TrwC obtenidas de la
cromatografia de afinidad se combinaron y concentraron en centricones (Amicon
Ultra 0,5 ml - 10K, Merck Millipore) para tratar de obtener una muestra a una
concentracion adecuada para la preparacion de placas de cristalografia. La
concentracion maxima de complejo que se pudo conseguir fue de 7 mg/ml. A
partir de 75 pl de esta muestra se prepard una placa de cristalizacion de sitting
drop de 96 pocillos (MRC 96-Well 2-Drop Crystallization plate, Molecular
Dimensions) en la que se probaron 96 tipos de precipitante, utilizando para ello
un kit comercial (SG1 screen, Molecular Dimensions). En cada condicion se
afiadi6 50 ul de precipitante en el reservorio y se mezcld en cada pocillo 1 ul de
muestra con 1 pl de agente precipitante.
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Pies de Figuras

Figura 1. Sistema de secrecién de Tipo IV. (A) Estructura del T4SS (tomada
de Cabezdn et al.(2023)8. (B) Modelo del mecanismo conjugativo en R388
(tomada de Cabezoén et al.(2023)8. La conjugacion bacteriana se desencadena
por una sefal (probablemente el contacto con una célula receptora), lo que
induce la union de la relaxasa (TrwC en R388) al plasmido conjugativo. Después
de cortar el ADN, la relaxasa permanece unida covalentemente al ADN, que es
desenrollado por el dominio helicasa dentro de la misma proteina. El
procesamiento del ADN requiere la ayuda la proteina de acoplamiento
(VirD4/TrwB), que presenta el sustrato nucleoproteico en la base del canal para
su transporte.

Figura 2. Cromatografia de afinidad en el primer paso de purificacién de
GST-TrwB. (A) Perfil de elucion obtenido al cargar en una columna GSTrap el
lisado obtenido tras inducir la sobreexpresion de la proteina en células C41
(PMTX501). Se representa la absorbancia a 280 nm frente al volumen de elucién.
La linea verde muestra el porcentaje de concentracion del tampdn de elucion
(tampon B). (B) Gel SDS-PAGE al 12%, tefiido con BlueSafe, de las fracciones
obtenidas de la cromatografia de afinidad: MW, marcadores de peso molecular
(kDa); S, sobrenadante tras ultracentrifugacion, FL, flow-through. Los numeros
9, 11, 15y 18 corresponden a las fracciones con el mismo niumero obtenidas en
la cromatografia de afinidad. La posicion de las proteinas GST-TrwB (71,9 kDa)
y GST (25,5 kDa) se ha sefialado con una flecha.

Figura 3. Cromatografia gel filtracion en el segundo paso de purificacién
de GST-TrwB. Las fracciones 9 a 20 obtenidas en la cromatografia previa de
afinidad se concentraron y se cargaron en una columna S200. (A) Perfil de
elucion obtenido. Se representa la absorbancia a 280 nm frente al volumen de
elucién. (B) Gel SDS-PAGE al 12%, tefiido con BlueSafe, de los eluidos
obtenidos de la cromatografia de filtracion en gel: MW, marcadores de peso
molecular (kDa). Los numeros 13 a 20 corresponden a las fracciones con el
mismo numero obtenidas en la cromatografia de gel filtracion. La posicion de las
proteinas GST-TrwB (71,9 kDa) y GST (25,5 kDa) se ha sefialado con una flecha.
Los eluidos que contenian la proteina de interés se recogieron, cuantificaron
mediante el ensayo de Bradford y se congelaron a -80°C.

Figura 4. Ensayo interaccion GST-TrwB/TrwC. Se muestra el resultado
obtenido tras la incubacion y posterior carga en una columna GSTrap de las
proteinas GST-TrwB y TrwC (A) Gel SDS-PAGE al 8%, tefiido con BlueSafe, de
los eluidos obtenidos de la cromatografia de afinidad: MW, marcadores de peso
molecular (kDa). Los numeros 1, 2 (lavado) y 17 a 23 (elucion) corresponden a
las fracciones con el mismo numero obtenidas en la cromatografia de afinidad.
Las bandas superiores corresponden a TrwC, observandose una pérdida parcial
durante el lavado de la columna (se pierde en menor medida GST-TrwB y GST).
(B) Gel SDS-PAGE al 8%, tefiido con BlueSafe, de los eluidos obtenidos de la
cromatografia de afinidad: MW, marcadores de peso molecular (kDa). Los
nameros 24 a 26, 29, 31y 33 a 36 corresponden a las fracciones con el mismo
namero obtenidas en la cromatografia de afinidad. Se observa que TrwC
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comienza a aparecer a la vez que GST-TrwB, demostrando la co-elucién de
ambas proteinas. (C) Gel SDS-PAGE al 8%, tefido con BlueSafe, de los eluidos
obtenidos de la cromatografia de afinidad: MW, marcadores de peso molecular
(kDa). Los numeros 37 a 45 corresponden a las fracciones con el mismo niumero
obtenidas en la cromatografia de afinidad. En los tres geles SDS-PAGE, la
posicion de las proteinas TrwC (107,4 kDa) y GST-TrwB (71,9 kDa) se ha
sefialado con una flecha.

Figura 5. Microscopia electronica de tincion negativa y cristales obtenidos
en placas por sitting drop. (A) Imagen representativa de las particulas
observadas, cuyo tamafio es compatible con el complejo GST-TrwB/TrwC. El
analisis se realizé en un microscopio electrénico JEOL-1100 equipado con una
camara Orius SC1000 (GATAN) en el centro IDIVAL. (B) Fotografia de la
visualizacion en microscopio de luz polarizada de la placa de cristalografia,
condicion C4 (20% w/v PEG 3350, 0,2M Tartrato de Potasio Tetrahidratado).

Figura 6. Prediccion por Alphafold3 de la interaccion TrwB-TrwC. (A)
Representacion en PyMol de la prediccién por AlphaFold de la interaccién entre
un monoémero de TrwB (beige) y TrwC (magenta) (B) Ampliacion del panel A,
con la representacion los residuos que interaccionan entre ambas proteinas. (C)
Tabla con el resultado de la prediccion de PISA (PDBePISA), que detalla los
residuos que interaccionan entre ambas proteinas, los atomos implicados y la
distancia entre ellos.
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Pies de Figuras de la Informacion Suplementaria

Figura S1. Andlisis de los resultados de secuenciacion del plasmido pGEX-
3X::trwBAN75 (pMTX501). (A) Alineamiento de la secuencia teorica del
plasmido (fila superior) y la obtenida en la secuenciacion (fila inferior) mediante
la herramienta SnapGene. Se resalta la mutacion hallada en la posicion 1121 del
constructo (posicion 221 de la primera reaccion de secuenciacion): ¢.1121C>G
(p.Thr374Thr). (B) Resultado de la primera reaccion de secuenciacion (plasmido
+ FW1_pMTX501). Se enmarca la base mutada respecto a la secuencia tedrica
del constructo.

Figura S2. Cromatografia de afinidad de TrwC. (A) Perfil de elucion obtenido
al cargar una muestra de TrwC previamente purificada en una columna GSTrap
de 1 ml. Se representa la absorbancia a 280 frente al volumen de elucion. La
linea verde muestra el porcentaje de concentracion del tampon de elucién
(tampdn B). (B) Gel SDS-PAGE al 8%, tefiido con BlueSafe, de las fracciones
obtenidas de la cromatografia de afinidad: MW, marcadores de peso molecular
(kDa). Los numeros 1 a 4 corresponden a las fracciones con el mismo niumero
obtenidas en la cromatografia de afinidad, correspondientes al flow-through. La
posicion de TrwC (71,9 kDa) se ha sefialado con una flecha.

Figura S3. Analisis cuantitativo de TrwC y GST-TrwB mediante SDS-PAGE
y densitometria. (A) Gel SDS-PAGE al 8%, tefiido con BlueSafe, de muestras
purificadas de GST-TrwB y TrwC. Los nameros corresponden a la cantidad de
cada proteina (en pg) cargada y cuantificada en cada calle. La posicion de las
proteinas TrwC (107,4 kDa) y GST-TrwB (71,9 kDa) se ha sefalado con una
flecha. (B) Recta patron de TrwC, obtenida mediante el andlisis de la intensidad
de cada banda del gel en ImageJ. (B) Recta patrén de GST-TrwB, obtenida
mediante el andlisis de la intensidad de cada banda del gel en ImageJ.
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FIGURA 3
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FIGURA 6

A B

P L

L N N N N 4

LASP194  ARG75

- e -

C
- - Distancia (A)

RESIDUO | ATOMO | RESIDUO | ATOMO

ASN 189 OoD1 ARG 75 NH1 2,87
ASP 194 OD1 LYS 79 NZ 2,68
ASP 194 OD2 LYS 79 NZ 2,75
THR 210 0OG1 GLU 659 OE1l 2,87
LYS 230 NZ HIS 4 OE1l 3,55
LEU 233 (6] ARG 81 NH1 3,43
ILE 234 (6] ARG 81 NH1 2,21
SER 238 oG THR 385 OG1 3,23
GLU 241 OE1 LYS 187 NZ 2,91
ASP 252 0oD2 ARG 190 NH2 3,31
ASP 253 OoD1 ARG 190 NH1 3,4
LEU 262 (@] GLN 259 NE2 3,66
GLU 264 OE2 LYS 262 NZ 2,87
SER 279 oG HIS 658 NE2 3,3
SER 285 oG HIS 869 NE2 3,34
ASP 286 OoD2 LYS 655 NZ 3,63
ASP 286 (6] LYS 900 NZ 3,81
GLU 290 OE1l LYS 900 NZ 3,13
GLU 290 OE2 LYS 900 NZ 3,28
ASP 298 OoD1 ARG 75 NH2 2,65
ASP 298 OD2 ARG 75 NH2 3,77
GLU 362 OE1l LYS 655 NZ 3,13




FIGURA S1

GCGATTTTTGCGCGG
SUSRERERNNNNS
GCGATTTTTGCGCGG

974 AA

[l
AA

CTCGCATC
[TITITT]
CTCGCATC

AAAACTCAAACGCATGACACGCGAAAAAGCCAAG 1043

GTCAGTGGGGG
[LEEIEETrrrn| FEECLEELEEEr ettt
GTCAGTGGGGG

11
74 AAAACTCAAACGCATGACACGCGAAAAAGCCAAG 143

1044 CAAGTTACCGTTGCTGGTGTACCAATGCCGCGTGATGCAGAGCCGCGCCATTTGCTGGTAAATGGTGCCA 1113

HIIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\III
144 CAAGTTACCGTTGCTGGTGTACCAATGCCGCGTGATGCAGAGCCGCGCCATTTGCTGGTAAATGGTGCCA 213

1114 A

TCGGTGTTGCTTCGTGAGCTTGCTTATACCGGACTTTTGCGCGGCGACCGCATGGT
Lt et ettt et et er el
TCGGTGTTGCTTCGTGAGCTTGCTTATACCGGACTTTTGCGCGGCGACCGCATGGT

1183

214 283

1184 AATT AAAGACATTATC AA

TTGAACC
ELLELLELE Lt
AAAGACATTATCTTGAACC

1253

——
o—0o
o—o
o—o
o—0
o—o
o—o
o—o
q—
o—0

284 AATT 353

1254 GATCAGCGTACAAAGG AACGAAATCCGAAATGACTACGACTGGCAGCGTTATG

GTTGGTCTTTCTTC
\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\\IIIII\IIIII\
354 TCAGCGTACAAAGGGTTGGTCTTTCTTCAACGAAATCCGAAATGACTACGACTGGCAGCGTTATG

1323

o—0
o—o
——

423




1600 4

1500 4

1300 +

1200 4

800

700

600

Absorbancia (mAu)

500
400
300
200

100

Mw
250

130

95

72

1100 4

1000 4

FIGURA S2

087
||||||||||||||||||||ﬂ||||||||||||
| 34 S [ 6T |8 |8 |10 11|12 |13 141516 |17 |18 |19 | 20 |P2I[R4PR5[26[27 [28[29 30 31 [32 33 34
20 40 60 8.0 10.0 120 140 16.0 180 200 220 240 260

Ve (ml)
TrwC



FIGURA S3
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