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Resumen

La microbiota humana se define como el conjunto de microorganismos que habitan en
nuestro cuerpo, de manera simbiética, sin causar dafio en él; principalmente, en lugares como
la piel, la cavidad oral y el tracto gastrointestinal. Estos organismos, entre los que se incluyen
bacterias, arqueas, hongos y virus forman un ecosistema complejo y dindmico que se
encuentra en constante evolucidn, siendo completamente distinto en diferentes puntos vitales

como la infancia o la vida adulta.

En particular, los microorganismos que componen nuestra microbiota intestinal
realizan funciones esenciales implicadas en la salud humana, entre ellas destacan: su influencia
en la digestiéon de alimentos, la produccidon de vitaminas, la proteccidon contra patdgenos o
incluso su estrecha y recién conocida relacién con el sistema nervioso. Sin embargo, esta
intrincada situacién de equilibrio puede romperse, y es entonces cuando pueden surgir una
serie de problemas de salud. Factores como el consumo excesivo de alimentos ultra-
procesados ricos en azUcares refinados y grasas saturadas, alteracion de los ritmos circadianos,
intolerancias alimentarias o enfermedades inmunitarias pueden causar un desequilibrio de la
mal llamada flora intestinal. Esto puede conllevar a una reduccion tanto en la diversidad como
en la cantidad de microorganismos comensales, lo que puede derivar en patologias como la
enfermedad inflamatoria intestinal, cancer, diabetes de tipo 2, enfermedades

cardiovasculares, obesidad e incluso enfermedades mentales como la depresién.

La proteina caseinolitica proteasa B o ClpB, es una chaperona que se encuentra en las
células de todo el organismo humano (y en muchas otras especies eucariotas y procariotas),
siendo mas abundante en el cerebro. Su funcidon es la de desplegar las proteinas mal plegadas
que pudieran formar aglomeraciones, y, alteraciones en esta proteina pueden desembocar en
patologias metabdlicas y/o intestinales. Diversos estudios, muestran que la microbiota
intestinal también produce homélogos funcionales de esta proteina (por ejemplo, Escherichia
coli) y que esta implicada en la regulacion de la saciedad, al poseer una pequefa region
estructural similar a la hormona estimulante de melanocitos o a-MSH, lo cual la convierte en
un potencial mimético de dicha funcién. De hecho, un estudio reciente expone que la bacteria
Hafnia alvei, simbionte de tracto gastrointestinal, y en concreto su proteina ClpB, podria

utilizarse como aproximacion terapéutica para ayudar a los individuos obesos a adelgazar.



En el presente Trabajo de Fin de Master (TFM) se ha planteado la clonacidn y sobre-
expresion controlada de la proteina ClpB codificada en el genoma de la bacteria Bacteroides
uniformis CECT 7771, una cepa con potencial probiético capaz de reducir el aumento del peso
corporal, asi como los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos, glucosa y leptina en
ratones obesos. La investigacién realizada en el laboratorio Host-Interactions in Metabolic
Health del Centro de investigacion Principe Felipe (CIPF), donde se realizé el presente TFM,
sugiere que dicho microorganismo es, ademas, capaz de modular la microbiota intestinal y las
alteraciones inmunitarias asociadas a la obesidad de acuerdo con los ultimos resultados de sus

investigaciones.

Por consiguiente, el objetivo de este estudio es clonar y purificar la proteina ClpB
presente en Bacteroides uniformis, y su contraparte codificada en el genoma de E. coli como
control. Para ello, se utilizardn técnicas de biologia molecular, bioquimicas y biotecnoldgicas
con la finalidad ultima de indagar si el mecanismo por el cual esta bacteria modula
positivamente la saciedad en el hospedador se debe a la presencia de ClpB, que mimetizaria la
actividad de la a-MSH humana. De esta forma, se podra en el futuro caracterizar y entender en
profundidad dicho mecanismo molecular para validar el uso de esta cepa como una

herramienta capaz de solventar el problema mundial que supone la obesidad.
Abstract

The human microbiota is defined as the set of microorganisms that inhabit our body in
a symbiotic way, without causing harm to it, mainly in places such as the skin, oral cavity and
gastrointestinal tract. These organisms, which include bacteria, archaea, fungi and viruses,
form a complex and dynamic ecosystem that is in constant evolution, being completely

different at different vital points such as infancy or adulthood.

In particular, the microorganisms that make up our intestinal microbiota perform
essential functions involved in human health, among them: their influence on food digestion,
vitamin production, protection against pathogens or even their close and recently known
relationship with the nervous system. However, this intricate balance can be disrupted, and it
is then that a number of health problems can arise. Factors such as excessive consumption of
ultra-processed foods rich in refined sugars and saturated fats, circadian rhythm alteration,
food intolerances or immune diseases can cause an imbalance of the poorly named intestinal

flora. This can lead to a reduction in both the diversity and quantity of commensal



microorganisms, which can lead to pathologies such as inflammatory bowel disease, cancer,

type 2 diabetes, cardiovascular disease, obesity and even mental illnesses such as depression.

Caseinolytic protein protease B, or ClpB, is a chaperone found in cells throughout the
human body, but, is most abundant in the brain. Its function is to unfold misfolded proteins
that could form clumps, and alterations in this protein can lead to metabolic and/or intestinal
pathologies. Several studies show that the intestinal microbiota also produce functional
homologues of this protein (e.g., Escherichia coli) and that it is involved in the regulation of
satiety, possessing a small structural region similar to melanocyte-stimulating hormone or a-
MSH, which makes it a potential mimetic of this function. In fact, a recent study shows that the
bacterium Hafnia alvei, a symbiont of the gastrointestinal tract, and specifically its ClpB

protein, could be used as a therapeutic approach to help obese individuals lose weight.

In the present Master's Thesis (TFM), the cloning and controlled overexpression of the
ClpB protein encoded in the genome of the bacterium Bacteroides uniformis CECT 7771, a
strain with probiotic potential capable of reducing body weight gain, as well as plasma levels of
cholesterol, triglycerides, glucose and leptin in obese mice, has been proposed. The research
carried out in the Host-Interactions in Metabolic Health laboratory of the “Centro de
Investigacion Principe Felipe (CIPF)”, where the present TFM was performed, suggests that this
microorganism is also capable of modulating the intestinal microbiota and the immune

alterations associated with obesity according to the latest results of their research.

Therefore, the aim of this study is to clone and purify the ClpB protein present in
Bacteroides uniformis, and the E. coli homologue as control. For this purpose, molecular
biology, biochemical and biotechnological techniques will be used with the ultimate aim of
investigating whether the mechanism by which this bacterium positively modulates satiety in
the host is due to the presence of ClpB, which mimics the activity of human a-MSH. In this
way, it will be possible in the future to characterize and understand this molecular mechanism
in depth in order to validate the use of this strain as a tool capable of solving the global

problem of obesity.
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1. Introduccidon

1.1 La microbiota

1.1.1 Microbiota intestinal y huésped

En 2001 finalizé el proyecto del genoma humano, pero, tras este histdrico
acontecimiento, se argumentod que este “hito cientifico” de la biologia y la genética estaria
incompleto hasta que se comprendieran las diversas relaciones existentes entre el ser humano
y los “microbios” que habitan en éI%. Es por ello, que posteriormente se han iniciado diferentes
proyectos cientificos cuyo fin es conocer las comunidades microbianas asociadas a los
humanos, sus huéspedes. La descripcion del metagenoma del tracto gastrointestinal, surgio
como consecuencia directa del estudio del Proyecto del Microbioma Humano y sirvié para
conocer los lugares por excelencia donde habitan nuestros microbios, a saber, la boca, la piel,
la vagina y el intestino. De estas cuatro localizaciones, es la microbiota que reside en el
intestino la que ha llamado mas la atencidon por su importancia clinica asociada. El intestino
humano (200-300m? de mucosa) es el “habitat” de mas de diez billones de diferentes
simbiontes, conocidos de manera colectiva como microbiota®®. Ademds, muestra una gran
plasticidad y puede adaptarse facilmente a una gran variedad de estimulos, tanto ambientales
como derivados del huésped. Por todas estas caracteristicas, se considera la microbiota como

un érgano mas del cuerpo®.

Desde el nacimiento, y durante el resto de su vida, el individuo estard expuesto a
multitud de factores que afectan a su microbiota. La microbiota intestinal infantil temprana, se
ve afectada por la dieta materna durante y después del embarazo, el modo del parto, las
practicas de lactancia y la nutriciéon temprana. Estudios recientes, indican que la microbiota
intestinal en etapas tempranas del desarrollo humano estd condicionada por la nutricién
tempranay el desarrollo del huésped, caracterizado por distintos taxones microbianos
discriminatorios por la edad. Curiosamente, estas firmas de taxones microbianos pueden
predecir el crecimiento normal y el estado de nutricién de los bebés. Sin embargo, no esta
claro qué otros factores internos y externos determinan la colonizacién y maduracién

microbiana en el individuo*”.
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Figura 1. Modulacién alimentaria temporal de la microbiota intestinal. Figura adaptada de Zamora et al.,
Nature (2018). La dieta influye en la organizacidn y funcion de las bacterias intestinales a lo largo de la vida humana.
Las alteraciones de la microbiota reflejan las adaptaciones a los cambios nutricionales en diferentes marcos

temporales: las oscilaciones diurnas corresponden a los ciclos de suefio-vigilia y alimentacion-ayuno; las

alteraciones importantes en la composicion y las cantidades de alimentos desencadenan cambios transitorios en la

microbiota, que persisten mas tiempo que la duracidn de la perturbacion dietética; y las practicas dietéticas de larga
duraciéon provocan cambios en la microbiota intestinal. La linea azul indica el grado de semejanza de la

configuracién de la microbiota en un momento determinado con una configuracidn homeostatica arbitraria durante

la edad adulta (B-diversidad). La linea roja indica la riqueza microbiana fecal (a-diversidad). Los colores de fondo
indican las abundancias tipicas de taxones durante cada fase®.

La microbiota del tracto gastrointestinal influye en distintas funciones que se llevan a
cabo en el cuerpo tanto a nivel local como sistémico, algunas de ellas son: su destacado papel
en la digestién de alimentos, la produccion de vitaminas, la proteccién contra patégenos o
incluso su estrecha y recién conocida relacion con el sistema nervioso (conocida como el eje
intestino-cerebro)®. Algunas de los filos que predominan en el tubo digestivo son los
Bacteroidota, de los cuales se hablara mas en profundidad en este estudio, los Bacillota o las
Actinomycetota. La distribucidn de estas bacterias en el intestino es muy importante, ya que
cuando hay algun desbalance en la proporciéon de estos filos, o, un aumento en otros
minoritarios, se produce una inestabilidad en la homeostasis que puede desembocar en una
situacién de patologia, entre ellas, algunas de las que tienen mayor repercusion, se explican a

continuacién®1%,

1.1.2 Cancer y su relacién con la microbiota




Aunque en general se considera que el cancer es una enfermedad que depende
mayoritariamente de la genética del huésped y de factores ambientales, los microorganismos
estan implicados en el ~20% de las neoplasias malignas humanas?3, Los microbios presentes
en las mucosas pueden pasar a formar parte del microambiente tumoral, como es el caso de
las neoplasias malignas del tracto aerodigestivo, y estos microbios intratumorales pueden

afectar al crecimiento y la propagacién del cdncer de muchas maneras'>2418,

La posibilidad de terapias contra el cancer basadas en microbios ha despertado interés
desde las toxinas de Coley (una de las primeras formas de bacterioterapia contra el cancer)
hasta la era actual de los microbios de disefio y los trasplantes de microbiota de la biologia

sintética®®.

Las formas en que la microbiota contribuye a la carcinogénesis, ya sea aumentando o
disminuyendo el riesgo del huésped, se dividen en tres grandes categorias: (i) alterar el
equilibrio entre la proliferacion y la muerte de las células del huésped, (ii) guiar la funcién del
sistema inmunitario, e (iii) influir en el metabolismo de los factores producidos por el huésped,

los alimentos ingeridos y los productos farmacéuticos*?.

Varios estudios notables han destacado bacterias comensales beneficiosas asociadas
con la respuesta a la terapia del cdncer®. Especies como Akkermansia muciniphila®,
Faecalibacterium prausnitzii, Phascolarctobacterium faecium?, Bifidobacterium longum y
Collinsella aerofaciens® se han asociado con la respuesta a los inhibidores del punto de control
inmunitario en pacientes con cancer de pulmoén y melanoma. Estas especies intestinales
influyen en la respuesta a la quimioterapia y la inmunoterapia provocando una respuesta

beneficiosa del sistema inmunitario en modelos de ratén?.

Algunas especies son capaces de aumentar las poblaciones inmunitarias citotdxicas,
por ejemplo, Enterococcus hirae y Barnesiella intestinihominis han demostrado la capacidad de
modular positivamente la respuesta inmunitaria a la ciclofosfamida (CTX). Tras la inyeccidn de
CTX, E. hirae fue capaz de aumentar la proporcién de linfocitos T CD8 intratumorales mediante
la translocacién a érganos linfoides secundarios, mientras que, tras la CTX, B. intestinihominis
fue capaz de promover las células IFN-/T intratumorales, lo que resulté en una reducciéon del
tamafio del tumor?’. Otras especies, modulan positivamente la respuesta inmunitaria
mediante la produccion de citocinas inmunoestimuladoras. Por ejemplo, Alistipes shahii
provoca un aumento de la produccién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) por las

células mieloides intratumorales en respuesta a la inmunoterapia en modelos de ratén®.



1.1.3 Microbiota y enfermedad inflamatoria intestinal

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), que incluye la enfermedad de Crohn y la
colitis ulcerosa, es un trastorno inflamatorio crénico del intestino que afecta a alrededor de 8
millones de personas en el mundo®. Aunque la patogénesis de la Ell es poco conocida,
multiples lineas sugieren que estd causada por la confluencia de factores genéticos vy
ambientales que alteran la homeostasis intestinal, desencadenando una reaccion inflamatoria
en individuos genéticamente susceptibles?’. Los estudios genéticos, han identificado mas de
200 loci que regulan el riesgo de Ell, la mayoria asociados a vias que regulan el crecimiento
microbiano, las respuestas inmunitarias a los microorganismos y el refuerzo de la barrera

intestinal®®%.

Un aspecto clave de ambas formas de patogénesis de la Ell, es su relaciéon con la
presencia de los microorganismos simbidticos que viven en el tracto intestinal. Mientras que la
gran mayoria de los microorganismos intestinales viven en una relacién mutualista con el
huésped, algunos organismos simbidticos, como Mucispirillum schaedleri y las especies de
Helicobacter, suelen denominarse patobiontes porque pueden causar enfermedades en
determinadas condiciones. Los defectos genéticos que provocan una alteracion de la
composicion de la microbiota, comprometen los efectos beneficiosos que algunos

microorganismos ejercen sobre la inmunidad del huésped3®3,

El analisis por secuenciacién del gen del ARN ribosémico 16S de muestras de heces y
mucosa ha revelado la presencia de una alteracién en la microbiota, caracterizada por una
disminucién de la diversidad de la comunidad y un cambio en los taxones bacterianos,
incluidas alteraciones del filo Bacillota y una mayor abundancia de especies de
Enterobacteriaceae®**. En los pacientes con Ell crénica, la diversidad y composicién de la
microbiota intestinal estdn sistemdaticamente alteradas. Se ha demostrado que F. prausnitzii,
una de las bacterias mas abundantes de la microbiota intestinal humana, con una proporcién
de aproximadamente el 5% del total de bacterias fecales, induce efectos antiinflamatorios®*.
Muchos estudios han demostrado que F. prausnitzii y A. muciniphila estaban disminuidas en
pacientes con Ell, presentando una reducida funcién de barrera®>%’. La suplementacién de la
microbiota intestinal de ratones con colitis inducida con F. prausnitzii condujo a una marcada

atenuacion de la colitis, pérdida de peso, una disminucidn de citoquinas proinflamatorias y un



aumento de citoquinas antiinflamatorias, lo que demuestra una vez mas la clara interaccion

entre la microbiota y las enfermedades inflamatorias intestinales®.

1.1.4 La microbiotay su influencia en la salud mental

Recientemente se ha asociado de manera significativa la labor que realiza la
microbiota con el estado de la salud mental del individuo. Cada vez hay mas pruebas de que
las bacterias intestinales desempefian un papel en trastornos psiquiatricos como la depresion,
la esquizofrenia o el autismo. Los mecanismos precisos que sustentan estas observaciones
requieren todavia elaboracién, aunque se han identificado varias pistas importantes basadas
en la regulacién microbiana de las vias de sefializacidn del eje intestino-cerebro. Esto incluye la
programacion del sistema inmunitario, la estimulaciéon del nervio vago, o la regulacién del
metabolismo del triptéfano, que son capaces de influir en la fisiologia del huésped, la funcion
cerebral y el comportamiento®%. Las enzimas microbianas intestinales participan en la sintesis
y degradacién de numerosas moléculas de sefializacién importantes en el eje intestino-
cerebro, como neurotransmisores (serotonina, dopamina y acido gamma-aminobutirico

[GABA]), acidos grasos de cadena corta, acidos biliares y metabolitos de la colina3®4°,

Un ejemplo de cdmo una enfermedad mental puede verse influida por la microbiota,
es el caso de la depresién y los niveles de testosterona®!. Los conocimientos actuales en torno
a la investigacién del trasplante de microbiota fecal (TMF)** fueron el enfoque inicial para
demostrar que la microbiota intestinal de un individuo donante de heces deprimido con bajos
niveles de testosterona, era suficiente para inducir una reduccion de la testosterona tanto en
el suero como en el cerebro, asi como un fenotipo conductual similar a la depresion en los
animales receptores®. Los niveles de testosterona en suero se han correlacionado con la
diversidad y composicién microbiana en un estudio clinico que sugiere una importante
contribucidn de la testosterona luminal a las concentraciones sistémicas circulantes*. Aislando
Mycobacterium neoaurum de muestras fecales de los pacientes e introduciéndolo en animales

I*3 pudieron recapitular caracteristicas conductuales

gnotobidticos o libres de gérmenes, Li et a
clave de la depresion. Se vincularon estas observaciones a una enzima bacteriana especifica, la
3b-HSD, capaz de degradar la testosterona. También generaron una Escherichia coli
modificada genéticamente (una bacteria intestinal que originalmente carecia de la enzima que
degrada la testosterona) para expresar el gen 3b-HSD, cuya administracion promovio la
aparicion de un fenotipo similar a la depresion, coherente con el perfil conductual y

neurobioldgico observado tras el TMF o la inoculacion de M. neoaurum. En conjunto, estos

datos muestran la importancia y el valor de ir mas alla de las evaluaciones de la composicion



de la microbiota intestinal y avanzar hacia lecturas funcionales que incluyan el estudio de las

enzimas microbianas en la salud y la enfermedad3®43,

1.2 Tratamientos enfocados a la microbiota: la dieta

Las observaciones recientes en terapias dirigidas hacia la microbiota, como los
almidones resistentes a los prebidticos (fibra), los probidticos y los trasplantes de microbiota
fecal (TMF), brindan oportunidades novedosas para prevenir y tratar enfermedades como las
anteriormente mencionadas y muchos mds ejemplos, complementando los tratamientos

farmacoldgicos tradicionales®*,

Cuando se consideran las influencias ambientales sobre el microbioma intestinal, la
dieta es uno de los factores mas importantes que afectan a la composicidn, diversidad,
patrones y estructura de la comunidad microbiana, lo que a su vez puede repercutir en
diversas respuestas metabdlicas del huésped. Son varios los estudios en modelos animales que
demuestran un impacto significativo de la dieta en la composicién y funcion de la microbiota
intestinal, lo que conlleva a la alteraciéon entre la interaccidon huésped-microbiota. Los efectos
inducidos por la dieta en la microbiota intestinal son profundos, con un impacto duradero en
el fenotipo del huésped en modelos animales. En los seres humanos, sin embargo, los efectos
duraderos solo se observan en contados estudios de intervencién a largo plazo, y deberian

realizarse mas experimentos para conocer de manera mas detallada los posibles efectos*4748,

1.2.1 Obesidad y trasplante de microbiota fecal

La obesidad se estd convirtiendo rapidamente en una epidemia mundial y su
tratamiento es un reto prioritario para frenar esta tendencia. Esta enfermedad, siempre se ha
interpretado como una desviacién del estado energético normal que podria tratarse
simplemente reduciendo la ingesta de energia (IE) y/o aumentando el gasto energético (EE).
Sin embargo, cada vez hay mas pruebas que indican que la |IE y la EE estan interconectadas y
reguladas por mecanismos complejos y coordinados que, en ultima instancia, influyen en los
centros hipotaldmicos, limbicos, del tronco cerebral y otros centros del SNC para regular la

ingesta de alimentos y el EE**°,

Diversos estudios de intervenciones dietéticas para la pérdida de peso buscan cambios

en la composicion de la microbiota, lo que conlleva la mejora de la funcién metabélica. De



hecho, mediante la transferencia de microbiota fecal (TMF) se ha conseguido la recuperacion
del fenotipo metabdlico funcional de los donantes en los receptores del TMF,

presumiblemente como consecuencia de la transmisién y colonizacién de los microbios

45,50,51

transferidos, hecho que se demuestra muy poco en los ensayos clinicos de este tipo

Un ejemplo relacionado con este tema es como el TMF utilizando microbiota de
donantes obesos, conduce a un aumento de la masa grasa (adiposidad) e hiperfagia. Y por el
lado contrario, parece ser que los cambios microbianos inducidos por la microbiota de
individuos sanos parece potenciar las sales biliares circulantes y mejorar la tolerancia a la

glucosa de los organismos receptores*->2°3,

Sin embargo, es necesario realizar mas estudios, ya que, independientemente de la
enfermedad, se sabe poco sobre la estabilidad de las comunidades trasplantadas, la necesidad
de intervenciones repetidas de TMF, la duracion del TMF, la necesidad de una intervencion
dietética concomitante que facilite el mantenimiento de los taxones explantados y, finalmente,

su relevancia en el tratamiento de la obesidad®.

1.3 La saciedad v la proteina ClpB

1.3.1 Mecanismo de la saciedad

Los posibles mecanismos que relacionan la microbiota intestinal con el control de la
ingesta de alimentos pueden implicar la produccién de transmisores y metabolitos
neuroactivos. Otra posibilidad, es que las proteinas bacterianas derivadas de la microbiota
generados tras la lisis bacteriana, puedan actuar directamente sobre las vias de control del
apetito a nivel local en el intestino o a nivel sistémico por medio de la circulacién. Se ha
demostrado que algunas proteinas bacterianas muestran homologia de secuencia con las
hormonas peptidicas humanas, lo que adquiere especial relevancia en el campo de la saciedad
coordinada desde un eje microbiota-huésped>>’. Por ejemplo, las proteinas producidas por
bacterias comensales, como Escherichia coli que reside en el epitelio intestinal, estimulan la
sefializaciéon de la saciedad en roedores®*>8, El aumento de la prevalencia de E. coli en
personas anoréxicas en comparacion con las obesas también apoya el posible papel de estas

bacterias intestinales comunes, en la sefializacién de la saciedad del huésped>®>°,



En investigaciones realizadas in vitro, en ambientes controlados, las bacterias suelen
responder a los nutrientes dividiéndose y creciendo exponencialmente hasta que alcanzan una
densidad umbral de unas 10°-10%? células/mL en la que entrardn en la fase estacionaria de
crecimiento.

Actualmente, se acepta que los macronutrientes derivados de las comidas, es decir, las
proteinas, las grasas y los hidratos de carbono, asi como los productos de su digestién, activan
las vias de la saciedad intestinal uniéndose a los receptores expresados por las células
enteroendocrinas®®®’. Recientemente se ha demostrado que el suministro de nutrientes
regulares a E. coli, imitando dos comidas diarias, induce un crecimiento que continda 20
minutos, antes de entrar en la fase estacionaria. Se observd una dindmica similar de
crecimiento bacteriano in vivo, tras la infusion de un medio nutritivo en el colon de la rata y,
ademas, la infusién de proteinas de E. coli 2 h después del inicio de la fase estacionaria
estimuld la secrecidn de PYY®**8, Estos datos demuestran que la dindmica de crecimiento
bacteriano inducida por nutrientes en el intestino se corresponde temporalmente con la
activacion de las vias de saciedad intestinal, incluida la secrecidn de PYY. Esto sugiere un papel

funcional de las bacterias intestinales en la regulacidn del apetito del huésped®®*°?,

1.3.2 La proteina ClpB

Las proteinas de tipo ClpB se consideran constitutivas de las bacterias por su alta
ocurrencia en los genomas de dichos microorganismos. Se le denomina proteina caseinolitica
proteasa B (ClpB) o Hsp100 en eucariotas, y una de las principales chaperonas para asistir el
plegamiento correcto de proteinas de las bacterias, levaduras, plantas y mitocondrias, siendo
esencial para la supervivencia celular. Recientemente se le ha atribuido una gran relevancia en

el dmbito del control de la saciedad®*®*,

1.3.2.1 Estructuray Funcién

Al igual que otras proteinas Hsp100, las proteinas ClpB forman un anillo hexamérico,
en el que cada protomero comprende un dominio N-terminal (NTD), un dominio a-helicoidal
globular de 150 residuos y dos dominios de uniéon a nucleétidos (NBD1 y NBD2) separados por
un Unico dominio regulador en espiral esencial para la unidn a la chaperona Hsp70 (Dnak),
esencial en la participacion de la solubilizacién y reactivacién de agregados proteicos (Fig. 2 Ay
B). Ambos dominios NBDs contienen motivos “Walker A” y “Walker B”, necesarios para la
unién e hidrdlisis de nucledtidos, respectivamente, y una tirosina altamente conservada en los

distintos organismos, que juega un papel critico en la desagregacién. Cada una de las tirosinas



conservadas de un protdmero se localiza en un denominado: “bucle de poro” (Fig. 2C) y se
extiende para interaccionar directamente con residuos cargados positivamente y aromaticos
del sustrato unido®>®5%®, La mutacidn de estas tirosinas del bucle de poro de NBD-1 conduce a
una reduccién parcial de la actividad de desagregacién de la proteina ClpB. Cuando esta
mutacion se combina con la delecidn del NTD, el doble mutante resultante es completamente
inactivo e incapaz de llevar a cabo la desagregacion de sustrato. Se ha sugerido que la pérdida
completa de actividad con el doble mutante ClpB es el resultado del solapamiento de las
funciones de unién a sustrato de los residuos de tirosina del poro de NBD1 y del NTD de

cl p862’63’67.
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Figura 2. Estructura y organizacion de dominios de la chaperona ClpB. Figura extraida de: Rosenzweig et
al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2015. Organizacion de dominios (A) y estructura protomérica
(B) de la chaperona ClpB. El protémero ClpB consta de un dominio N-terminal (NTD; verde), dos dominios de unién
a nucledtidos (NBD1, NBD2; azul oscuro y azul claro, respectivamente), y una insercion de dominio “coil-coil” (CCD;
amarillo). (C) Los mondmeros se ensamblan en un hexdmero compuesto por tres anillos formados por NTDs (anillo

superior; verde), NBD1-CCD (azul-amarillo), y NBD2 que encierra el poro central. El recuadro muestra una vista
ampliada de los bucles del poro central de NBD1 con las tirosinas conservadas (Y243; representadas como “palitos”
rojos) que se extienden hacia el canal axial. Este modelo de hexameros de ClpB se basa en estructuras de
microscopia crioelectrénica de ClpB de E. coli®2.

Como se observa en la figura 3, la recuperacion de proteinas funcionales a partir de
agregados por parte de ClpB requiere la interaccidn sinérgica con una segunda chaperona,
previamente mencionada, Dnak®®’, A través de sus cochaperonas DnaJ y GrpE, DnaK se une

inicialmente a los agregados, dando lugar a la exposicidon de segmentos peptidicos que pueden



ser reconocidos por ClpB®, A continuacion, DnaK recluta a ClpB al lugar de agregacion
mediante una interaccidn fisica directa®”’%", transfiriendo el agregado a ClpB. Utilizando la
energia derivada de la hidrélisis de ATP, ClpB desenreda el agregado “enhebrando” cadenas
polipeptidicas individuales, de una en una, a través del poro central de su anillo
hexamérico® 2. Una vez liberados del agregado, los polipéptidos desplegados pueden volver a

plegarse espontdneamente o con la ayuda de chaperonas celulares adicionales®’.
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Figura 3. Modelo de desagregacion de proteinas por ClpB y el sistema de chaperonas DnaK. Figura
extraida de: Rosenzweig et al., Proceedings of the National Academy of Sciences, 2015. Los bucles del poro en NBD-
1y NBD-2 se representan mediante proyecciones en el poro central. Por otra parte, el sistema DnaK (Dnak, Dnal y
GrpE) se une a los agregados proteicos. A través de interacciones entre DnaK y ClpB, el agregado llega a ClpB y se
unen a través de regiones expuestas en la superficie del agregado mediante el dominio N de ClpB y el bucle de
poro-1. Tras el acoplamiento, el polipéptido se transloca a través del canal de ClpB en una reaccion que requiere
hidrdlisis de ATP. Finalmente, el polipéptido desplegado se libera y se vuelve a plegar espontaneamente o con la

ayuda de otras chaperonas®’.

1.3.3 Relacion de la proteina ClpB con el mecanismo de la saciedad

La secuencia de la proteina ClpB tiene un motivo similar a -MSH reconocido por el
anticuerpo -MSH. La proteina a-MSH es un neuropéptido anorexigénico bien descrito,
producido por las neuronas de proopiomelacortina (POMC), desempefia un papel en la
sefializacion de la saciedad mediante la activacion de los receptores de melanocortina 4
(MC4R). La activacion de MC4R en las células enteroendocrinas del intestino estimula la
liberacion de la hormona saciante: péptido YY (PYY). Por lo tanto, se sabe que es posible la
sefializacion intestinal local por parte de moléculas similares a la a-MSH derivadas de la

microbiota hacia las células enteroendocrinas, siendo éste el caso de la proteina ClpB>%7374,

Como se ha comentado anteriormente, en ocasiones no es la microbiota intestinal la
que esta implicada directamente en la regulacion de la saciedad por si misma, sino que son los
metabolitos que esta misma produce los que pueden producir esta funcidn. Breton et al*
realizd un estudio en 2016 en el que se pone de manifiesto cdmo el suministro regular de

nutrientes estabiliza el crecimiento de E. coli, y la fase estacionaria 20 minutos después del



suministro de nutrientes va acompafiada de cambios en el proteoma bacteriano, lo que
sugiere la participacién de las proteinas bacterianas en la saciedad. De hecho, las infusiones
intestinales de proteinas de fase estacionaria de E. coli aumentaron el PYY en plasma y
suprimieron la ingesta de alimentos, activando c-Fos en las neuronas hipotaldmicas POMC,
mientras que sus administraciones repetidas redujeron el tamafio de las comidas. ClpB fue
regulada al alza en la fase estacionaria de E. coli, se detecté en el plasma de forma
proporcional al ADN de ClpB en las heces, y estimulé la tasa de activacidon de las neuronas del
hipotalamo. Por lo tanto, estos datos sugieren que las proteinas bacterianas producidas
después del crecimiento de E. coli pueden seialar la terminaciéon de la comida, pudiendo
ademas influir en el patron alimentario a largo plazo mediante la exposicién continua a

proteinas de E. coli*®73.

En el trabajo de Dominique et al. (2019) se concluyd que la produccién de la proteina
ClpB por parte de las E. coli intestinales es dependiente de la ingesta de macronutrientes,
principalmente proteinas que estimulan los niveles de ARNm de ClpB. Junto con los efectos
dependientes de dosis de ClpB sobre la secrecién de PYY por parte de las células de la mucosa
intestinal, los datos apoyan una posible relacidn entre el ClpB de E. coliy la produccién de PYY,
lo que en otras palabras quiere decir que ClpB interviene en la sefalizacidon de la saciedad

inducida por proteinas en el intestino®®’>">.

Derivado de este estudio, Legrand et al. (2020) publicé recientemente un articulo en el
que propusieron a Hafnia alvei, una bacteria comensal del intestino productora de ClpB, como
un potencial probidtico capaz de modular el control del apetito y el peso corporal en casos de
sobrepeso y obesidad. Los resultaros mostraron que la cepa H. alvei HA4597 reducia la ingesta
de alimentos, el peso corporal y el aumento de masa grasa en ratones hiperfagicos y obesos.
Estos datos, combinados con la escasa abundancia del gen ClpB en la microbiota de los
humanos obesos, parecen justificar el uso de H. alvei como probidtico para el control del

apetito y el peso corporal en casos de sobrepeso y obesidad’® 78,

Un estudio posterior, de 2021, demuestra la eficacia del Hafnia alvei en humanos por
estar asociada a la pérdida de peso corporal, a una reduccion significativa de la circunferencia
de la cadera y a una mayor sensacion de saciedad en sujetos con sobrepeso. Y hasta donde se
sabe, ésta es la primera demostracion clara de la eficacia de una cepa probidtica sobre la

pérdida de peso y la saciedad en un estudio aleatorizado controlado con placebo>*5>79:80,



En el presente estudio, planteamos estudiar la proteina ClpB producida por la bacteria
comensal de la microbiota intestinal Bacteroides uniformis CECT 7771 por su relevante
implicacion en los mecanismos de la saciedad humana. Esta bacteria, es utilizada como modelo
de estudio en el laboratorio de desarrollo de este TFM porque se ha demostrado que puede
reducir el aumento del peso corporal y los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos,
glucosa y leptina, mejorando también la tolerancia oral a la glucosa en ratones obesos.
Ademas, esta bacteria es capaz de modular la microbiota intestinal y las alteraciones
inmunitarias asociadas a la obesidad, aumentando las células T reg y reduciendo los linfocitos
B, los macrofagos totales y la relacion M1/M2 tanto en el intestino como en el tejido adiposo

de ratones obesos®.

Por otro lado, para este estudio, también se ha seleccionado la proteina ClpB de E. coli
por su ya conocida implicacién en los mecanismos de la saciedad, por lo que sera utilizada

como control del estudio®®.

Debido al papel descrito de ClpB como proteina moduladora del apetito, su implicacién
en la actividad metabdlica y como parece ser altamente eficaz disminuyendo el peso corporal
en ratones modelo de obesidad y recientemente en humanos en la bacteria Hafnia alvei, cabe
esperar que la proteina ClpB de Bacteroides uniformis CECT 7771 esté implicada también en la

regulacién del apetito.

2. Objetivos

2.1 Objetivo principal

El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Master es clonar el gen de la
proteina de tipo ClpB de la bacteria Bacteroides uniformis CECT 7771, ya que ha demostrado
tener un papel importante en la regulacién de la saciedad, el control del metabolismo de la
glucosa y el control del peso corporal. También se clonara el gen de la enzima ClpB de

Escherichia coli que servira de control en estudios funcionales.

2.2 Objetivo especifico:

- Estudiar las diferencias entre proteinas homdlogas de una especie conocida:
Escherichia coli, y una especie que ha demostrado tener gran implicacién en el control de la

saciedad: Bacteroides uniformis CECT 7771.



- Realizar la sobreexpresion de las proteinas ClpB de las bacterias, E. coliy B.
uniformis, mediante un procedimiento de auto-induccién y purificarlas, para terminar
caracterizando bioquimicamente la proteina obtenida y comprobar si mantiene la funcidn

bioldgica.

3. Materiales y métodos

3.1 Cultivos bacterianos

En este estudio, se emplearon las cepas K12, BL21-DE3 y DH5-a de la especie
Escherichia coliy |la cepa Bacteroides uniformis CECT7771, todas ellas cedidas desde diferentes
colecciones de microorganismos de referencia y/o obtenidas comercialmente. Las cepas
fueron almacenadas a -80°C hasta su uso, lo que requiere que sean cultivadas en medio LB con
agitacién a 150 rpm y a 37°C. En el caso de B. uniformis, dicha cepa requiere crecimiento en

anaerobiosis estricta y en medio Schadler a 37°C.

3.2 Protocolo de extraccion de ADN bacteriano

Se extrajo el ADN total de los cultivos de las bacterias Escherichia coli de la cepa K12 y
también de Bacteroides uniformis CECT7771. Para ello, se resuspendieron las bacterias en agua
libre de nucleasas a la que se afiadieron 300uL de buffer de lisis (6M guanidina-HCl). Se mezclé
suavemente mediante virtex 30 segundos y se incubd la solucién durante 10 minutos a 60°C
en un termobloque en agitacién a 1000 rpm. Después, se afnadieron 100 pL de acetato de
amonio, se invirtié el tubo varias veces para mezclar el contenido y se incubé en hielo durante
10 minutos. Finalizado el tiempo, se centrifugd a 4°C, y a 16.000 x g durante 5 minutos para
recuperar el sobrenadante, al cual se adiciond 500 pL de propanol congelado a -20°C. Se
centrifugd de nuevo 3 minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet se resuspendié con 300
pL de etanol congelado a -20°C y se realizd otra centrifugacidén en las mismas condiciones que
la anterior. Por ultimo, se afiadieron 50 pL de agua ultrapura al pellet resultante, el ADN

bacteriano.

3.2.1 Cuantificacion del ADN bacteriano

Para la cuantificacion del ADN bacteriano de las células de E. coli y B. uniformis, se utilizd
el fluorimetro Qubit 4.0 (Thermofisher, Invitrogen). Para realizar la cuantificacion, se mezclaron
199uL de Qubit buffer con 1 uL de la muestra de ADN bacteriano a analizar en cada caso, y

finalmente, se conservé el ADN congelado a -20°C. Los resultados se obtuvieron en ng/pL.



3.3 Protocolo para crear bacterias competentes

Para la preparacion de bacterias competentes se utilizaron las cepas de E. coli DH5-a y
BL21-DE3, seleccionadas especificamente para la obtencién de clonajes de los genes en plasmidos

de expresion y para estudios de sobre-expresion, respectivamente.

Se inocularon las bacterias en 10 mL de medio LB con agitacién a 150 rpm a 37°C durante
toda la noche en matraces de 25 mL. Al dia siguiente, se afadieron 400 uL de la solucién con las
bacterias a un matraz estéril con 40 mL de medio LB, hasta que el cultivo alcanzé una densidad
Optica a 600 nm de 0.6 (aproximadamente 2-3 horas). Posteriormente, se incubaron las células en
hielo durante 10 minutos y se transfirié el cultivo a dos tubos nuevos de 50 mL (25 mL cada uno)

que se centrifugaron a 3500 x g durante 20 minutos a 4°C.

Una vez pasado el tiempo de centrifugacion, se descarté el sobrenadante por inversion, se
disgrego el pellet por vortex y se afiadieron 10 mL de CaCl, 0.1M enfriado previamente en hielo.
Se incubd la suspensién en hielo durante 20 minutos y se volvié a centrifugar a 3500 x g durante
20 minutos a 4°C. Se resuspendié el sedimento en 1.25 mL de medio de conservacion y se
distribuyd la solucién resultante en alicuotas de 90-100 pL en tubos de 1.5 mL que se

almacenaron a -80°C hasta su uso.

Tabla 1. Preparacion del medio de conservacién

Reactivos Volumen
Medio LB 2.5mL
Cloruro calcico (CaCl,) 2.5mL

Glicerol estéril 1mL

3.4 Disefio de primers

Para el disefio de primers se utilizd el plasmido pET-15b como vector para clonar el gen
ClpB y transformar posteriormente las bacterias E. coli DH5-a. Por un lado, se empled el programa

Webcutter (http://heimanlab.com/cut2.html) para elegir las enzimas de restriccion que iban a ser

utilizadas para cortar tanto el plasmido como el gen extraido de las bacterias. Finalmente, fueron


http://heimanlab.com/cut2.html

seleccionadas para los experimentos, las enzimas Xbal y Ndel. Por otro lado, se disefiaron los
primers que amplificaron el fragmento que contiene el gen ClpB mediante un posterior

procedimiento de PCR.

Se ajustaron los pardmetros del programa para obtener primers con una temperatura de
fusidn (Tm) de entre 55 y 65°C, un contenido de G+C del 50%, una longitud de entre 18 y 25 pb y
una elevada especificidad. Se incluyeron en los primers los sitios de restriccion Xbal y Ndel para
facilitar la clonacion posterior del fragmento en otro vector. Los primers disenados fueron los

siguientes.

Tabla 2. Disefio de primers o cebadores. Los nucledtidos que aparecen en negro son los
pertenecientes a la secuencia del plasmido que debe ser reestablecida al usar una diana fuera del
MCS (multiple cloning site), los que aparecen en naranja son la diana de la enzima de restriccidn
en cuestion, en morado una cola de nucledtidos que sirve para mejorar el reconocimiento de la
diana de restriccion por parte de las enzimas, en rojo la secuencia codificante para la cola de
histidinas en el extremo N-terminal de la proteina, en verde son los nucledtidos de
reconocimiento por parte del ribosoma para la traduccion del gen, y en azul la regién especifica

que hibrida con cada gen ClpB.

E. coli B. uniformis Tm (°C)
Primer forward | 5'GATA AATAATTTT S'GATA AATAATTTT
Xbal GTTTAACTTTAAGA A GTTTAACTTTAAGA A rves g
y 63.
TATACCATGCGTCTGGATCG TATACCATGAACTTTTAACAA
TCTTACTAATAAAS CTTTACCATTAAAGCG3’
Primer reverse 5'GATA TTATTAGTG | 5'GATA TTATTAGTG
Ndel ATGGTGATGGTGATGCTGG | ATGGTGATGGTGATGATTTC 61°Cy 63.6°C
ACGGCGACAATCCGGT'3’ TGAAAACCAGTCCGTCGTC
3'

Los primers fueron sintetizados por la empresa Eurofins Genomics, y se recibieron
liofilizados. En el laboratorio se diluyeron con agua ultra libre de nucleasas a una concentracion
de 100 uM, segun indicaciones del fabricante, y también se preparé una solucion de trabajo a 10

KMM. Finalmente, se almacenaron a -20°C hasta su uso.

3.5 Protocolo para clonar proteinas ClpB bacterianas




Una vez se extrajo el ADN bacteriano como se ha explicado anteriormente en el
apartado 3.2, se realizé la amplificacién por PCR de los genes diana usando los primers o

cebadores que se habian obtenido en el apartado anterior.

Se realizd una PCR especifica para amplificar el gen ClpB a partir del ADN total
procedente de las bacterias Escherichia coli y Bacteroides uniformis, utilizando los primers
CLPB-ECOLI-F1 (5'-GATATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGCGTCTGGA
TCGTCTTACTAATAAA-3’) y CLPB-ECOLI-R1 (5'-GATACATATGTTATTAGTGATGGTGATGGTGATGCT
GGACGGCGACAATCCGGT’-3’) y CLPB-BUNIF-F1 (5'GATATCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGA
AGGAGATATACCATGAACTTTTAACAACTTTACCATTAAAGCG-3’) y CLPB-BUNIF-R1 (5'GATACATAT
GTTATTAGTGATGGTGATGGTGATGATTTCTG AAAACCAGTCCGTCGTC-3’) respectivamente.

Para realizar este procedimiento, se prepararon las siguientes mezclas para la PCR:

Tabla 3. Reactivos para la preparacion de una PCR.

Reactivos Clonacion de ClpB Clonacion de ClpB
E. coli B. uniformis

Agua 22pL 22uL

NzyTaq Il Green 15pL 15uL Volumen Total
Master Mix 40uL

Primer forward 1l lul
Primer reverse lpl lpL
ADN bacteriano 1l lul

Posteriormente, se realizd el programa de amplificacién con los tubos preparados:

Tabla 4. Programa de PCR

PASO TEMPERATURA TIEMPO CicLos
Desnaturalizacion inicial 95°C 3 min -
Desnaturalizacion 95°C 20s 30 ciclos
Alineamiento 59°C 30s 30 ciclos
Extension 72°C 3 min 30 ciclos
Extension final 72°C 5 min -



https://www.bioted.es/protocolos/EXTRACCION-ADN-BACTERIANO.pdf

Finalmente, se analizaron los productos resultantes de la PCR mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1% en Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X. Para realizar este
procedimiento, se utilizd6 un marcador de peso molecular para caracterizar el tamafio de las
bandas, un control negativo sin muestra de ADN bacteriano, y la muestra a analizar que debia

sobreexpresar el gen.

3.6 Protocolo de cuantificacion del ADN extraido y secuenciacion

Una vez confirmado con la electroforesis que se disponia del fragmento correspondiente
al gen de ClpB, se utilizd el QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen) para purificar los productos de
PCR. Los amplicones se mezclaron con el buffer PB (Binding buffer) proporcionado por el kit en
una relacién 1:5 respectivamente y se transfirid la mezcla a una columna QIAquick. La columna se
centrifugd 1 minuto a 12.000 x g para permitir que el ADN se uniera a la membrana de silica
mientras que las impurezas pasaban a través de ella. Luego, la columna se lavd con buffer PE
(Washing buffer) para eliminar cualquier impureza restante y se centrifugd 1 minuto a 12.000 x g
para eliminar el buffer. Finalmente, el ADN purificado se disolvié en 50 uL agua o buffer EB
(Elution Buffer) en un tubo limpio y se colocd en un instrumento SpeedVac (Thermo Scientific™

Savant SpeedVac™ ADN130) con el objetivo de concentrar la muestra al vacio.

3.7 Digestion enzimatica

La digestion con las enzimas de restriccidn se realizd tanto sobre el pldasmido pET-15b,
como sobre el inserto que se habia obtenido en la PCR (amplicén de ClpB). Para realizar este
proceso, se utilizaron las enzimas Xbal y Ndel, previamente mencionadas en el apartado del
disefo de primers. Con estas enzimas se generaron extremos cohesivos, a través de los cuales
puede integrarse el inserto dentro de la secuencia del pldsmido de manera dirigida. Para ello,

se incubd a 37°C una reaccidn que contenia un volumen total por tubo de 35pL:

Tabla 5. Componentes para la preparaciéon de la digestiéon enzimatica.

Reactivos E. coli B. uniformis Plasmido pET-15b
Agua 18.5 pL 14.5 pL 23.5puL
Enzima Xbal 1ul 1pul 1puL
Enzima Ndel 1ul 1pul 1l




ADN 11 pL de amplicén de | 15 pL de amplicén de 6 UL (183ng)
ClpB (725 ng) ClpB (582ng)
Buffer 3.5uL 3.5uL 3.5uL

La reaccion de digestion se detuvo incubando los tubos con la mezcla a una temperatura
de 85°C durante 15 min. Para purificar el material genético digerido, se anadieron 25 uL de perlas
magnéticas (Beckman Coulter) en cada uno de los tubos (tanto los que contenian amplicon
digerido como los que contenian plasmido digerido). Se mezclaron las soluciones por inversién de
manera continuada durante 5 minutos y posteriormente se colocaron los tubos en una gradilla
magnética. Dicha gradilla atrajo las perlas magnéticas de carga positiva a las que deben estar
pegadas los fragmentos de ADN de la disolucién, tanto el amplicdn de ClpB como el plasmido. Se
retird el sobrenadante, y se realizd un lavado con etanol al 70%, por ultimo, para desprender el
ADN de las perlas magnéticas; se anadieron 20uL de agua, se mezcld con el pellet que contenia las
perlas magnéticas, y se incubaron los tubos en un termobloque previamente calentado a 372C a
1000 rpm durante 10 minutos. Finalmente, se recuperd el sobrenadante en el que estaba disuelto
el ADN. Los productos de la digestion fueron analizados posteriormente mediante electroforesis
en gel de agarosa y cuantificados mediante el instrumento Qubit 4.0; para confirmar la eficacia del

proceso.

3.8 Protocolo de ligacién

A la hora de hacer la ligacién (integrar el amplicdn del gen ClpB en el plasmido pET-15b),
se realizd una incubacidén durante 15 minutos a temperatura ambiente de la siguiente mezcla con

un volumen total de 20 pL.

Tabla 6. Componentes para la preparacidn de la ligacion

Reactivos Bacteroides uniformis Escherichia coli
Agua 1.5uL 12.5 uL
Tampon ligasa 2uL 2 uL

Amplicon (ClpB)

15 uL (16.8 ng)

4 uL (28.4ng)

Plasmido

0.5 uL (3.7ng)

0.5 uL (3.7 ng)

Enzimas de ligacion

(Ligasa T4)

1ul

1ul




Por ultimo, se incubd dicha solucidn 10 minutos a 65°C para inactivar las enzimas ligasas

T4 y continuar con el proceso.

3.9 Transformacion bacteriana

Para realizar la transformacion, primero se incubaron las células competentes (apartado
3.3) en hielo. Se anadieron 20 uL de la solucidn que contenia el plasmido con el inserto de ClpB al
tubo de células competentes (50-100 pL), E. coli DH5-qa, y se mezcld el contenido, dejandolo en
incubacién en hielo durante 30 minutos. Posteriormente, se realizd un proceso de choque
térmico a 42°C durante 2 minutos en el termobloque, y se volvid a incubar en hielo 10 minutos.
Pasado este tiempo, se afiadieron 900 pL de LB estéril al tubo, se mezclé la solucidn por inversiéon
y se incubd 45 min a 37°C con agitacidon a 1000 rpm en un termobloque previamente calentado.
Transcurrido el tiempo, se centrifugd la mezcla a 5000 x g, 10 minutos y se elimind el
sobrenadante dejando Unicamente 100 pL de medio LBy el pellet celular. Se resuspendié el pellet
en el medio sobrante, y se sembrd en una placa de medio LB con ampicilina, para la cual tiene

resistencia el pldsmido pET-15b. La placa se cultivo toda la noche a 37°C en una estufa.

Al dia siguiente, se comprobd que hubieran crecido colonias de E. coli DH5-a durante la
noche y se sembraron de nuevo mediante estrias en placas de LB con ampicilina. Una vez
realizado la expansidon clonal en placa de las colonias obtenidas, se realizé el método de
aislamiento del ADN mediante fenol-cloroformo. Para ello, se recuperd con un asa, la estria
obtenida y se resuspendié en 25 plL de buffer de lisis (Tabla 7), posteriormente se afiadieron 25 plL
de fenol-cloroformo y se agitaron los tubos en un vértex durante 20 segundos para que
interaccionaran ambas fases. Posteriormente, se realizd una fase de centrifugacion a 16.000 x g
durante 10 minutos y se recuperd el sobrenadante en un tubo estéril, fase que contiene el
material genético de las bacterias y donde debe estar el plasmido con el inserto. Finalmente, se
realizé una electroforesis como se ha explicado anteriormente (apartado 3.5) y se estudiaron las
bandas con el objetivo de comprobar si el plasmido recuperado tenia un patréon de migracién

diferente como consecuencia de la insercion del amplicén.

Tabla 7. Preparacion del buffer de lisis:

Reactivo Volumen

Tris pH 8 2mM 200 pL




EDTA pH8 2mM 10 mL

NaCl 1mL

ARNasa 5puL

3.10 Protocolo de purificacion de plasmidos

Los kits NZYMiniprep estan disefiados para la obtencidn rapida y a pequefia escala de ADN
plasmidico de gran pureza a partir de cepas recombinantes de Escherichia coli. El procedimiento
se basa en la lisis alcalina de células bacterianas, seguida de la adsorcion de ADN en silice en
presencia de altas concentraciones de sal. EIl ADN plasmidico se adsorbe selectivamente en la
columna de centrifugacién de plasmidos NZYTech basada en gel de silice y se lavan otras

impurezas como proteinas, sales, nucleédtidos y oligos (<40-mer).

Para utilizar el kit, previamente se preparé 10 mL de medio LB con 10 pL de ampicilina y
una colonia de la bacteria transformada con el plasmido pET-15b con el inserto de ClpB incubando
durante la noche a 37°C en agitacion. Al dia siguiente, se distribuy6 la disolucién en cuatro tubos
de 2 mL. Se realizé una primera centrifugacién a 5000 x g durante 10 minutos, para separar las
bacterias del medio. Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el pellet en buffer Al.
Posteriormente, se afiadieron 250 uL de buffer A2 y se invirtieron los tubos varias veces, seguidos
de una incubacién de no mas de 4 minutos. Seguidamente, se adicionaron 300 pL de buffer A3y
tras mezclarlo, se realizé una centrifugacion a 5000 x g de 7 minutos. Se transfirio el sobrenadante
resultante a columnas de silice y se realizé una centrifugacion rapida de 1 minuto a 11.000 x g,
tras la cual se descarté el sobrenadante. Se afiadieron 500 plL de buffer AY a la columna, esencial
para eliminar completamente las endonucleasas, y se centrifugd a 5000 x g durante 1 minuto,
eliminando posteriormente el sobrenadante. Se afadieron 600 uL de buffer A4 y se centrifugd en
las mismas condiciones eliminando nuevamente el sobrenadante. Para terminar, se realizd una
nueva centrifugacion, esta vez de 2 minutos con los tubos vacios, y finalmente se incubé el tubo 1

minuto con buffer AE y se volvié a centrifugar 1 minuto a 5000 x g.

El tubo resultante se llevd al concentrador al vacio: Thermo Scientific™ Savant
SpeedVac™ ADN130 durante una hora, donde se concentrd més el contenido, y finalmente se
envid a secuenciar para comprobar que en el plasmido pET-15b se habia integrado correctamente

el inserto del gen ClpB, con la secuencia completa.



3.11 Prueba de sobreexpresion de la proteina ClpB

Con el objetivo de conseguir una gran concentracién de proteinas ClpB, se prepararon dos

medios en matraces de 100 mL: 50 mL de medio LB y 50 mL de medio LB autoinducido.

Posteriormente se dividid el contenido de cada uno de los matraces en dos matraces
nuevos de menor tamano, para estudiar tanto la proteina ClpB de E. coli como la de B. uniformis
en las dos condiciones. A estos 4 matraces se les afiadié 20 mL de medio (LB o LB autoinducido) y
20 pL de Ampicilina (para limitar el crecimiento a las bacterias que tuvieran el plasmido pET-15b

con el inserto de ClpB) y se llevaron a la estufa para que su temperatura oscilara los 37°C.

Mientras se atemperaban los matraces con el medio, se procedio a realizar el proceso de
transformacion de nuevo, pero esta vez, con bacterias E. coli BL21-DE3 y con 95 ng/uL de
pldsmido pET-15b con el inserto de ClpB; tanto de E. coli como de B. uniformis. El resto del
procedimiento se explica en el apartado 3.9. Finalmente, en vez de sembrar las bacterias en
placas, se sembraron en los 4 matraces con medio que se habian preparado con anterioridad y se

incubaron durante toda la noche a 37°C con agitacién a 150rpm.

Al dia siguiente, se retird el cultivo del incubador y se dejé enfriar en hielo durante 10
minutos. Posteriormente, se dividié cada matraz en dos tubos de 2 mL y se centrifugaron a 3500 x
g, 20 minutos a 4°C. Se desechd el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 300uL de PBS.
Posteriormente, se juntaron los dos tubos iguales de cada condicién de cultivo, en un tubo
especial que contenia perlas de zirconio con un didmetro de 0.1mm (Silica Beads, BioSpec
Products, cat#110791017). Gracias a estas perlas se realizd una lisis mecanica en el
homogeneizador FastPrep-24™ 5G, que se programd para hacer 4 ciclos de 30 segundos a
6m/sec. Ademads, también se afiadié a cada uno de los tubos 2L de céctel de lisis para realizar
una segunda lisis celular, esta vez quimica. Este preparado estd compuesto por lisozima (50ug/ul)
y mutanolisina (1U/uL). Una vez terminaron los ciclos de homogeneizacién, se centrifugaron los
tubos a 12.000 x g, 20 minutos a 4°C. Se recuperd el sobrenadante donde estaban disueltas las
proteinas y se cuantificaron en el Qubit 4.0, con el kit comercial Broad Range Protein Assay. En
esta ocasion al no tratarse de material genético, se procedié de manera distinta a la explicada

anteriormente:

Primero se prepard una solucién compuesta por 199 uL de protein buffer y 1 uL del
fluoréforo por cada muestra que habia que cuantificar, en este caso, 4 (796uL de protein buffer y
4 ulL de fluoréforo). Después, se afiadio a un tubo 199 pL de esta solucién y 1 pL de cada una de

las muestras a analizar. Los resultados se obtuvieron en ng/puL.



3.11.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Paralelamente al método anterior y para determinar si las muestras contenian la proteina
ClpB, se prepard una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El SDS es el
reactivo que va a desnaturalizar la proteina, confiriéndole carga negativa y permitiendo asi su

migracion a lo largo del gel.

. . .
Para empezar con el proceso, se preparé en primer lugar el gel separador al 10% de

poliacrilamida (1.5M, pH 8.8), acrilamida (40%, 29:1), SDS (10%), APS (10%) y TEMED.

Tabla 8. Reactivos y voliumenes del gel separador:

Reactivos Volumen
Agua MiliQ 4.8 mL
Tris-HCl (1.5M, pH 8.8) 2.5mL
Acrilamida (40%, 29:1) 2.5mL
SDS (10%) 100 pL
APS (Persulfato de amonio) 100 pL
TEMED 10 pL

Una vez esta primera fase del gel polimerizd, se prepard el gel concentrador al 4% de

poliacrilamida (Tris-HCI 0.5M, pH 6.8), acrilamida (40%, 29:1), SDS (10%), APS (10%) y TEMED:

Tabla 9. Reactivos y volumenes del gel concentrador:

Reactivos Volumen
Agua MiliQ 2.5mL
Tris-HCl (1.5M, pH 8.8) 1mL
Acrilamida (40%, 29:1) 0.4 mL
SDS (10%) 40 pL
APS (Persulfato de amonio) 40 plL
TEMED 4L

Como se conocia la concentracién proteica de cada muestra, se cargaron 20 pL de la
preparacion (20 ug de proteina, 4 uL de Sample Loading Buffer 5X y agua hasta completar los

20 plL) en los pocillos de la electroforesis. Ademas, en uno de los extremos, se cargd el



marcador de peso molecular (5 uL) NZYBlue Protein Marker y se programo la electroforesis a
35 mA constante, durante 1 hora a 300 V. Posteriormente, al finalizar la migracién proteica, se
realizd una tincién con Coomassie Blue durante 1 hora, y para finalizar, se destifid el gel con
una serie de lavados con destain solution, con el objetivo de retirar el exceso del colorante

azul.

3.12 Sobreexpresion y purificacion de proteinas

DIA 1

El primer dia en la realizacidon de este experimento, se prepard 1 litro de medio LB de
autoinduccién, NZY Auto-Induction LB medium (powder), se esterilizé, y posteriormente, se le

afiadieron 10 mL de glicerol. El medio se incubd toda la noche a 150 rpm a 37°C.

DIA 2

A la mafiana siguiente, se recogid el matraz de la incubadora y se le afiadié 1mL de
ampicilina. Posteriormente, se dividié el contenido en dos matraces de 500 mL y se dejaron a

37°C.

Paralelamente, se escogieron células E. coli BL21-DE3 competentes y se les afiadié el
plasmido pET-15b con el inserto de ClpB tanto de E. coli como de B. uniformis (1 uL). Se realizé el
protocolo de transformacién tal y como se explica en el punto 3.9. Y finalmente se inocularon los
matraces de 500 mL con el resultado de la transformacién (bacterias BL21-DE3 con el plasmido) y

se dejaron incubando a 37°Cy 150 rpm toda la noche.

DIA 3

Al dia siguiente se recogieron los matraces y se incubaron en botellas de centrifuga de 1L
en hielo durante 20 minutos. Pasado el tiempo, se centrifugd a 4°C, 5000 x g y 25 minutos. Se
prepararon 20 mL de TBS 1X a pH 8 por botella y se utilizd para resuspender el pellet resultante
de la centrifugacién. Se transfirio la mezcla resultante a tubos de 15 mL estériles y se

centrifugaron a 2500 x g durante 20 minutos a 4°C.

Una vez termind la centrifugacion, se volvié a resuspender el pellet en TBS 1X a pH 8 (15
mL/botella). Se afiadieron 200 pL de beads de zirconio con un didmetro de 0.1 mm (Silica Beads,
BioSpec Products, cat##110791017) para romper las células de manera mecanica y 10 ulL de céctel

de lisis (lisozima y mutanolisina) y se dio un vdrtex 1 minuto. Por ultimo, se prepard un



homogeneizado para el FastPrep-24™ 5G de acuerdo con los protocolos requeridos para la
disrupcion bacteriana (4 ciclos de 30 segundos a 6 m/s). Este homogeneizado se transfirio a tubos
de 50 mL y se centrifugaron a 16000 x g durante 20 minutos a 4°C. Por ultimo, se incubd el

sobrenadante resultante hasta el dia siguiente.

DIA 4

Para purificar la proteina, se utilizaron columnas cromatograficas TALON metal affinity
resin (Takara). Para ello se prepararon 40mL de TBS 1X a pH 8 por muestra a analizar, en este caso
dos: la proteina ClpB de Bacteroides uniformis y la de Escherichia coli. A partir de los 40 mL se
hicieron dos lavados por columna (de 20 mL). Seguidamente, se transfirio el sobrenadante
resultante del dia anterior a las columnas y se dejaron en agitacién en el agitador rotatorio noria

durante 2 horas, en la sala fria a 4°C.

Paralelamente se prepararon los tampones de lavado y de elucidn:

Tabla 10. Elaboracién del tampdn de lavado

Reactivos Concentracion Stock Concentracion final Volumen

TBS pH 8 10X 1X 40 mL
Tritén X-100 100% 0.1% 400 pL

Imidazol 2M 5mM 2mL
Agua MiliQ - - 358 mL

Tabla 11. Elaboracién del tampoén de elucion

Reactivos Concentracion Stock Concentracion final Volumen
TBS pH 8 10X 1X 4mL
Imidazol 2M 150 mM 3mL

Agua MiliQ 33 mL

Pasadas 2 horas, se sacaron las columnas del agitador noria, y se colocaron en soportes.
Se les quitd la punta protectora de plastico y el tapdn, y se descarté el sobrenadante.
Posteriormente se realizaron 10 lavados con el tampdn de lavado y con la ayuda de una pipeta
Pasteur se mezclé el tampdn con la resina de la columna cromatografica. El sobrenadante se

desechd.



Finalmente, cuando se realizd el décimo lavado se procedioé a eluir la muestra, para ello,
se hizo pasar 2mL del tampdn de elucién aproximadamente cada 10 minutos para recuperar el
eluido donde se encontraba la proteina. Este proceso se realizé a 4°C. Se transfirié el contenido

rico en proteinas a tubos Falcon de 50mL y estos se incubaron en hielo durante toda la noche.

DIAS

Se invirtieron los Falcon varias veces para homogeneizar el contenido, y con el objetivo de
concentrarlo, se paso el eluido proteico a Falcon de 50mL con filtros Amicon (50 kDa) y se
centrifugd a 2500 x g, 10 minutos a 4°C. Este proceso se repitié hasta que el volumen se redujo a

500 pL.

Posteriormente, se paso el contenido residente en el filtro, a tubos de 1.5 mL con filtros
Amicon (50 kDa) y se centrifugd en las mismas condiciones hasta que se obtuvo un volumen

menor de 100 pL.

Se cuantifico la cantidad de proteina como se especifica en el apartado 3.11 con ayuda del
Qubit 4.0. Los resultados se obtuvieron en ng/puL. Después, se prepard un gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturalizantes (SDS) y se analizé la proteina ClpB purificada.

3.13 Analisis de la actividad enzimatica de ClpB

Una vez la proteina ClpB de E. coliy B. uniformis previamente sobreexpresada se purifico,
se procedid a la realizacion de un ensayo enzimdtico para comprobar que dicha proteina

mantenia su actividad original, ATPasa.

En primer lugar, se prepard una solucién proteica a 0.01uM en tampdn de ensayo 1X.

Tabla 12. Elaboraciéon de Tampodn de ensayo 5X:

Reactivos Tris-HCl pH 7.5 MgCI2 KCl Glicerol

Cantidad 10 mL (250mM) | 0.038 g (10mM) | 0.756 g (250mM) | 10 mL 25% (v/v)

Posteriormente, se prepard una placa de 96 multipocillos de fondo plano transparente y
se colocod en el hielo. En las dos primeras columnas (de las posiciones 1A a 2H) se colocaron 50 pL

de estandares de fosfato por duplicado.

Los estandares de fosfato se realizaron del siguiente modo:



Estandar 1 = 500 uM (25uM de K2HPO4 10mM + 375 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)

Estandar 2 = 250 uM (250uM de Estandar 1 + 150 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)
Estandar 3 = 125 pM (250uM de Estandar 2 + 150 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)
Estandar 4 = 62.5 uM (250uM de Estandar 3 + 150 pyL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)
Estandar 5 = 31.3 puM (250uM de Estandar 4 + 150 pyL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)
Estandar 6 = 15.6 uM (250uM de Estandar 6 + 150 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)
Estandar 7 = 7.8 uM (250uM de Estandar 1 + 150 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)

Estandar 8 =0 uM (400 pL Milli-Q + 100 pL 5X buffer de ensayo)

Después, se colocaron 2 uL de seis soluciones decrecientes de ATP por cuadruplicado para

las bacterias E. coli y B. uniformis.

Tabla 13. Elaboracion de soluciones de ATP

Soluciones de ATP Stock Concentracion final
ATP 1 25 mM 1ImM
ATP 2 12.5mM 0.5mM
ATP 3 6.25 mM 0.25 mM
ATP 4 3.13 mM 0.125 mM
ATP 5 1.56 mM 0.063mM
ATP 6 0mM 0mM

Se afiadieron 50 pL de la solucidn proteica de ClpB a cada uno de los pocillos que

contenian soluciones de ATP. Después, se incubd la placa multipocillo a 37 °C durante 10 minutos.

Pasado ese tiempo, se afiadieron 150 pL de la solucidn: “preparado de malaquita”, a cada
uno de los pocillos con contenido de la placa. Para la preparacidon de esta mezcla, se utilizaron 4
mL de agua milli-Q, 4 mL de verde malaquita (0.11% w/v), 2 mL de molibdato de amonio y 2 mL de
polivinil alcohol (0.35g en 15 mL de agua Milli-Q). Se incubd a temperatura ambiente durante 3

minutos y, finalmente se midio la absorbancia a 690nm en un espectrofotémetro.

4 Resultados

4.1 Generacién de los amplicones




Para comprobar que la generacion de los amplicones derivados de la PCR habia sido exitosa,
se realizd una electroforesis en gel de agarosa para analizar el tamafio de estos fragmentos (Fig.

5), compardndolos con el tamafio esperado de los genes clonados.
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Figura 4. Generacion de amplicones del gen ClpB. Se muestra un gel de agarosa en el que se observa (1) el
marcador de peso molecular, (2) el gen de ClpB amplificado correspondiente a B. uniformis, (3) un control negativo sin
el ADN de B. uniformis, (4) el gen de ClpB amplificado correspondiente a E. coli y (5) un control negativo sin el ADN de E.

coli.
La secuencia de referencia de Bacteroides uniformis es:

>Nz CP072255.1:2677888-2680482 Bacteroides uniformis CL03T12C37
chromosome, complete genome
ATGAACTTTAACAACTTTACCATTAAAGCGCAAGAAGCAGTGCAGGAGGCTGTGAACCTGGTACAAAGCC
GTGGACAGCAGGCCATCGAGCCCGTGCATGTACTTCAAAGCGTGATGAAAGTAGGTGAAAATGTCACCAA
CTTCATCTTCCAGAAACTGGGCATGAACGGTCAGCAGATAGCACTTGTACTGGACAAGCAAATTGATTCT
CTGCCCAAGGTATCCGGCGGAGAGCCATACCTGAGCCGTGAAACGAACGAAGTGTTCCAGAAGGCCACCC
AATATTCCAAGGAAATGGGTGATGAATTCGTCTCCCTGGAACCGGTACTGCTGGCTTTGCTGAATGTGAA
AAGCACTGCATCCACCATTCTGAAAGATGCCGGGATGACGGAACGCGAACTGCGGGAAGCCATCAACGAA
CTGCGAAAAGGAGAAAAAGTAACTTCACAATCCAGCGAAGACACTTACCAGTCATTGGAAAAGTACGCTA
TCAATCTGAACGAAGCAGCCCGCAGCGGCAAACTGGATCCCGTCATCGGCCGTGACGAAGAGATACGGCG
TGTCCTGCAGATTCTGAGCCGGCGTACCAAGAACAACCCGATTCTTATCGGTGAACCGGGTACCGGTAAA
ACAGCTATCGTAGAGGGACTTGCCCACCGTATCTTGCGTGGAGACGTCCCCGAGAACTTGAAGAACAAAC
AAGTCTACTCCCTGGATATGGGTGCACTGGTGGCGGGCGCTAAATACAAAGGCGAATTTGAAGAACGCCT
GAAGGCCGTTATCAACGAAGTGAAGAAGTCCGAAGGAGACATCATCCTCTTCATTGATGAAATCCACACC
CTGGTGGGTGCAGGCAAGGGCGAAGGCGCCATGGATGCCGCCAACATCCTGAAACCCGCCCTGGCACGCG
GTGAACTGAGGAGCATCGGGGCCACTACCCTCGATGAATATCAGAAGTATTTCGAAAAGGACAAAGCGTT
GGAGCGCCGCTTCCAGATTGTCATGGTGAACGAACCGGACACGCTGAGCACCATCTCCATTCTGCGTGGT
CTGAAGGAACGTTATGAGAACCATCACCACGTACGGATTAAGGACGATGCCATCATCGCCGCCGTAGAGT
TGAGCAACCGTTACATCACCGACCGTTTCTTGCCGGACAAGGCTATCGACCTGATGGACGAAGCCGCCGC
CAAGCTGCGTATGGAGGTCGATTCCGTACCGGAAGAGCTGGACGAGATTTCGCGTAAGATAAAGCAGCTG
GAGATTGAACGTGAAGCCATCAAGCGCGAAAACGACAAGCCCAAACTGGAACAAATCGGCAAAGAACTTG
CCGAGCTGAAAGAGCAGGAAAACTCGTACAAGGCGAAATGGCAAAGTGAAAAGACCCTTGTCAACAAAAT
CCAGCAGAATAAGGTGGAAATAGAGAACCTGAAGTTCGAGGCCGACAAGGCTGAACGGGAAGGCGACTAT



GGCCGGGTGGCCGAAATACGCTACGGCAAACTGCAAGCGCTGAACCAGGAGATTGAAGAAACGCAGCAAA
AACTGCACGAGATGCAGGGCGACAAGGCCATGATTAAAGAGGAAGTGGACGCTGAAGACATCGCCGACGT
AGTATCCCGCTGGACCGGCATACCGGTAAGCAAGATGCTGCAAAGCGAAAAGGACAAACTGTTGCATCTG
GAGGCGGAACTGCACCAGCGGGTTATCGGGCAGGACGAAGCCATCGAGGCCGTATCCGATGCCGTACGAC
GCAGCCGTGCCGGACTGCAAGACCCGAAACGTCCTATCGGCTCATTCCTTTTCCTGGGAACCACCGGTGT
AGGTAAGACGGAATTGGCAAAGGCGCTGGCGGAGTTCCTCTTTGACGACGAGACAATGATGACCCGTATC
GACATGAGCGAGTATCAGGAGAAACACAGCGTTTCCCGTCTGGTTGGAGCGCCTCCGGGATATGTGGGCT
ACGATGAAGGTGGACAACTGACAGAAGCCGTAAGGCGGAAACCGTATTCTGTCGTCCTATTCGACGAAAT
CGAGAAAGCGCATCCGGACGTATTCAACATCTTGCTGCAAGTGCTGGATGACGGACGTCTGACGGACAAC
AAAGGGCGTACGGTCAACTTCAAGAATACGATTATCATCATGACCTCCAACATGGGCAGCGGCTATATCC
AAAGCCAGATGGAGAAGCTCAACAGTAGCAATAAGGAGCAAATCGTAGAGGAAACCAAAAAGGAAGTGAT
GAATATGCTGAAAAAGACCATCCGCCCGGAATTCCTGAACCGTATCGACGAGACCATCATGTTCCTGCCA
CTGACAGAGCCCGAAATCAAGCAAATTGTGGTGCTCCAAATCAAGAGTGTGCAGAAGATGCTTTCCGGTA
ACGGTGTAGAACTTGTTCTGACAAATGCTGCCATAGACTTCCTTGCCAATGCAGGGTATGACCCTGAATT
CGGCGCCCGTCCGGTGAAACGTGCCATCCAGCACTATTTGCTGAACGACTTGTCGAAGAAGCTGCTGGCT
CAGGAAGTAGACCGCAGCAAGCCTATTACAGTGGATGCCAATACCACTGACGACGGACTGGTTTTCAGAA
ATTAA

La secuencia de referencia de Escherichia coli es:

>NC 000913.3:¢c2734173-2731600 Escherichia coli str. K-12 substr.
MG1655, complete genome
ATGCGTCTGGATCGTCTTACTAATAAATTCCAGCTTGCTCTTGCCGATGCCCAATCACTTGCACTCGGGC
ACGACAACCAATTTATCGAACCACTTCATTTAATGAGCGCCCTGCTGAATCAGGAAGGGGGTTCGGTTAG
TCCTTTATTAACATCCGCTGGCATAAATGCTGGCCAGTTGCGCACAGATATCAATCAGGCATTAAATCGT
TTACCGCAGGTTGAAGGTACTGGTGGTGATGTCCAGCCATCACAGGATCTGGTGCGCGTTCTTAATCTTT
GCGACAAGCTGGCGCAAAAACGTGGTGATAACTTTATCTCGTCAGAACTGTTCGTTCTGGCGGCACTTGA
GTCTCGCGGCACGCTGGCCGACATCCTGAAAGCAGCAGGGGCGACCACCGCCAACATTACTCAAGCGATT
GAACAAATGCGTGGAGGTGAAAGCGTGAACGATCAAGGTGCTGAAGACCAACGTCAGGCTTTGAAAAAAT
ATACCATCGACCTTACCGAACGAGCCGAACAGGGCAAACTCGATCCGGTGATTGGTCGTGATGAAGAAAT
TCGCCGTACCATTCAGGTGCTGCAACGTCGTACTAAAAATAACCCGGTACTGATTGGTGAACCCGGCGTC
GGTAAAACTGCCATCGTTGAAGGTCTGGCGCAGCGTATTATCAACGGCGAAGTGCCGGAAGGGTTGAAAG
GCCGCCGGGTACTGGCGCTGGATATGGGCGCGCTGGTGGCTGGGGCGAAATATCGCGGTGAGTTTGAAGA
ACGTTTAAAAGGCGTGCTTAACGATCTTGCCAAACAGGAAGGCAACGTCATCCTATTTATCGACGAATTA
CATACCATGGTCGGCGCGGGTAAAGCCGATGGCGCAATGGACGCCGGAAACATGCTGAAACCGGCGCTGG
CGCGTGGTGAATTGCACTGCGTAGGTGCCACGACGCTTGACGAATATCGCCAGTACATTGAAAAAGATGC
TGCGCTGGAACGTCGTTTCCAGAAAGTGTTTGTTGCCGAGCCTTCTGTTGAAGATACCATTGCGATTCTG
CGTGGCCTGAAAGAACGTTACGAATTGCACCACCATGTGCAAATTACTGACCCGGCAATTGTTGCAGCGG
CGACGTTGTCTCATCGCTACATTGCTGACCGTCAGCTGCCGGATAAAGCCATCGACCTGATCGATGAAGC
AGCATCCAGCATTCGTATGCAGATTGACTCAAAACCAGAAGAACTCGACCGACTCGATCGTCGTATCATC
CAGCTCAAACTGGAACAACAGGCGTTAATGAAAGAGTCTGATGAAGCCAGTAAAAAACGTCTGGATATGC
TCAACGAAGAACTGAGCGACAAAGAACGTCAGTACTCCGAGTTAGAAGAAGAGTGGAAAGCAGAGAAGGC
ATCGCTTTCTGGTACGCAGACCATTAAAGCGGAACTGGAACAGGCGAAAATCGCTATTGAACAGGCTCGC
CGTGTGGGGGACCTGGCGCGGATGTCTGAACTGCAATACGGCAAAATCCCGGAACTGGAAAAGCAACTGG
AAGCCGCAACGCAGCTCGAAGGCAAAACTATGCGTCTGTTGCGTAATAAAGTGACCGACGCCGAAATTGC
TGAAGTGCTGGCGCGTTGGACGGGGATTCCGGTTTCTCGCATGATGGAAAGCGAGCGCGAAAAACTGCTG
CGTATGGAGCAAGAACTGCACCATCGCGTAATTGGTCAGAACGAAGCGGTTGATGCGGTATCTAACGCTA
TTCGTCGTAGCCGTGCGGGGCTGGCGGATCCAAATCGCCCGATTGGTTCATTCCTGTTCCTCGGCCCAAC
TGGTGTGGGGAAAACAGAGCTTTGTAAGGCGCTGGCGAACTTTATGTTTGATAGCGACGAGGCGATGGTC
CGTATCGATATGTCCGAGTTTATGGAGAAACACTCGGTGTCTCGTTTGGTTGGTGCGCCTCCGGGATATG
TCGGTTATGAAGAAGGTGGCTACCTGACCGAAGCGGTGCGTCGTCGTCCGTATTCCGTCATCCTGCTGGA
TGAAGTGGAAAAAGCGCATCCGGATGTCTTCAACATTCTGTTGCAGGTACTGGATGATGGGCGTCTGACT
GACGGGCAAGGGAGAACGGTCGACTTCCGTAATACGGTCGTCATTATGACCTCTAACCTCGGTTCCGATC
TGATTCAGGAACGCTTCGGTGAACTGGATTATGCGCACATGAAAGAGCTGGTGCTCGGTGTGGTAAGCCA
TAACTTCCGTCCGGAATTCATTAACCGTATCGATGAAGTGGTGGTCTTCCATCCGCTGGGTGAACAGCAC
ATTGCCTCGATTGCGCAGATTCAGTTGAAACGTCTGTACAAACGTCTGGAAGAACGTGGTTATGAAATCC
ACATTTCTGACGAGGCGCTGAAACTGCTGAGCGAGAACGGTTACGATCCGGTCTATGGTGCACGTCCTCT
GAAACGTGCAATTCAGCAGCAGATCGAAAACCCGCTGGCACAGCAAATACTGTCTGGTGAATTGGTTCCG
GGTAAAGTGATTCGCCTGGAAGTTAATGAAGACCGGATTGTCGCCGTCCAGTAA



Como se puede observar, el tamafio de los fragmentos obtenidos en los carriles 2 y 4 (Fig.
5) se corresponde con el tamafio esperado al compararlo con los fragmentos tedricos de los genes
clonados; de alrededor de 2600 en el caso de B. uniformis (2596pb) y alrededor de 2500pb en el
caso del gen ClpB de E. coli (2574pb).

4.2 Transformacion de bacterias DH5-o. con el pldsmido pET-15b vy el inserto de ClpB

Para evaluar si el proceso de transformacion de las células competentes E. coli DH5-a con
el plasmido pET-15b y el inserto del gen ClpB habia sido exitoso, se realizdé una electroforesis en

gel de agarosa.

En la figura 5, se observan las bandas correspondientes al ADN extraido de las bacterias
DH5-a con un tamano uniforme de aproximadamente 10.000 kb, correspondiente al ADN
gendmico bacteriano. Todas las bandas presentan una intensidad relativamente semejante, pero
la que es realmente interesante en este caso, es la banda inferior de cada carril, de una menor
intensidad, ya que es la que indica la presencia o no del gen ClpB dentro del plasmido pET-15b. En
los casos en que esta banda secundaria presenta un mayor tamafo, se puede presuponer que la
bacteria ha incorporado el constructo pET-15b + gen de ClpB (En el gel A, el carril 5y en el gel B,
los carriles 4 y 11), en comparacién con aquellos casos en que la banda secundaria sea de menor
tamafio porque se tratara de bacterias que Unicamente habrdn incorporado el plasmido vacio. La
banda superior presente en todos los carriles se corresponde como ya se ha indiciado, con ADN

gendmico de un tamafio mayor que el plasmido.
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Figura 5. Transformacidon de bacterias E. coli DH5-a. Se muestran dos geles de agarosa cargados con el
material genético de las bacterias, incluidos los plasmidos pET-15b con o sin el inserto del gen ClpB. El gel A se
corresponde con bacterias DH5-a transformadas con el inserto de ClpB de b. uniformis. En el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular, en el carril 2 se muestra el plasmido pET-15b vacio, y en los carriles 3-5 se muestra el
resultado de la transformacién bacteriana de 3 colonias. El gel B se corresponde con bacterias DH5-a transformadas
con el inserto de ClpB de E.coli. En los carriles 1 y 9 se encuentra el marcador de peso molecular, en los carriles 2 y 10
esta el plasmido pET-15b vacio a modo de control y en los carriles del 3-8 y 11-16 se muestra el resultado de la
transformacién bacteriana de 12 colonias.

Posteriormente, para verificar que han incorporado la construccién del plasmido con el
inserto de ClpB, se realizéd una MiniPrep a partir de la cual se obtuvo el ADN plasmidico purificado

de las bacterias y se envié a secuenciar.

4.3 Secuenciacion de la construccion del plasmido pET-15b con el inserto del gen

ClpB

Con el objetivo de comprobar que el inserto del gen ClpB se habia integrado
correctamente en el pldsmido pET-15b, se realizd una secuenciacién para analizar si, ademas, la
secuencia del gen estaba completa y que seria capaz de traducirse a la proteina ClpB integra

gracias a la maquinaria de las bacterias E. coli BL21-DE3 posteriormente.

Para ello, una vez obtenida la secuenciacidon de Sanger correspondiente a la secuencia de
la construccion pET-15b + ClpB, se realizd un BLAST en el que se compararon mediante un
alineamiento, la secuencia obtenida y la secuencia de ClpB de la que se parti6 a la hora de hacer la

clonacién (Apartado 4.1). Se obtuvieron los siguientes resultados:

A Description Scientific Name Max Total Query E Per.  Acc. )
4 Score Score Cover value Ident Len  Accession
v

Secuencia gen E coli 181 1181 93% 0.0 99.84% 2574 Query 79783

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

I I | | o | |
1 100 200 300 400 500 600




Score
1181 bits(639) 0.0 641/642(99%) 0/642(0%) Plus/Plus

Query 47

Sbjct 1

Query 107

Sbjct 61

Query 167

Shject 121

Query 227

Shjct 181

Query 287

Shict 241

Query 347

Sbict 301

Query 487

Sbict 361

Query 467

Sbict 421

Query 527

Sbict 481

Query 587

Sbict 541

Query 647

Sbjct 601

Expect Identities Gaps Strand

ATGCGTCTGGATCGTCTTA TCCAGCTTGCTCTTGCCGATGCCCAATCACTT

[LLTTITLIT \|I||I||I||\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II
ATGCGTCTGGATCGTCTTACTAATAAATTCCAGCTTGCTCTTGCCGATGCCCAATCACTT

GCACTCGGGCACGACAACCAATTTATCGAACCACTTCATTTAATGAGCGCCCTGCTGAAT

CECLELLREEE L et e e e et e e e ey
GCACTCGEGCACGACAACCAATTTATCGAACCACTTCATTTAATGAGCGCCCTGCTGAAT

CAGGAAGGGGGTTCGGTTAGTCCTTTATTAACATCCGCTGGCATAAATGCTGGCCAGTTG

CAGGAAGGGGGTTCGGTTAGTCCTTTATTAACATCCGCTGGCATAAATGCTGGCCAGTT

GCACAGATATCAATCAGGCATTARATCGT TTACCGCAGGT TGAAGGTACTGGTGGTGA

CGCACAGATATCAATCAGGCATTAAATCGTTTACCGCAGGTTGAAGGTACTGGTGGTGAT

GTCCAGCCATCACAGGATCTGGTGCGCGTTCTTAATCTTTGCGACAAGCTGGCGCAAAAA

TCCAGCCATCACAGGATCTGGTGCGCGTTCTTAATCTTTGCGACAAGCTGGELG

CGTGGTGATAACTTTATCTCGTCAGAACTGTTCGTTCTAGCEGCACTTGAGTCTCGCGEC
CEECELEETrr e e ee e er ety Peee et e ey rr

CGTGGTGATAACTTTATCTCGTCAGAACTGTTCGTTCTGGCGGCACTTGAGTCTCGCGGEL

ACGCTGGCCGACATCCTGAAAGCAGCAGGGGCRACCACCGCCAACATTACTCAAGCGATT

CELLEEEELRE e e e e e e e e e e e e e
ACGCTGGCCGACATCC TEAAAGCAGCAGGGGCGACCACCGCCAACATTAC TCAAGCGATT

GAACAAATGCGTGGAGGTGAAAGCGTGAACGAT CAAGGTGCTGAAGACCAACGTCAGGCT

CECEEEEEEREEE e e e e e e e e e e e
GAACAAATGCGTGGAGGTGAAAGCGTGAACGATCAAGGTGCTGAAGACCAACGTCAGGCT

TTGAARAAAATATACCATCGACCTTACCGAACGAGCCGAACAGGGCAAACTCGATCCGGETG

CECCEEEE T LT e e e e e en e
TTGAAAAAATATACCATCGACC TTACCGAACGAGCCGAACAGGGCAAACTCGATCCGGTG

ATTGGTCGTGATGAAGAAATTCGCCGTACCATTCAGGTGCTGCAACGTCGTACTAAAAAT

[CLLEECEERE e e e e e e e ee e e
ATTGGTCGTGATGAAGAAATTCGCCGTACCATTCAGGTGCTGCAACGTCG TACTARAAAT

CGGTACTGATTGGTGAACCCGGCGTCGGTAAAACTGCC 688

||I||I||\||\|I||I||I||\IHIHIHIHII\IIH
AACCCGGTACTGATTGGTGAACCCGGCGTCGGTAAMACTGCC 642
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Figura 6. Secuenciacion del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB de E. coli (Forward). En (A) se muestra
una cobertura del 93% y un porcentaje de identidad del 99.84% en la primera parte del gen ClpB de la bacteria
Escherichia coli. En (B) se hace una comparativa entre la secuencia del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB (Query)
y el gen de ClpB de E. coli (Shjct). Se observa una identidad de secuencia del 99%, y un Unico cambio de nucleétido de
purina a purina en el alineamiento correspondiente a la primera parte del gen.

A

Secuencia gen E cali

Description Scientific Name
- -

Max | Total Query E

Score | Score  Cover  value
-

1356 1356 100% 0.0

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

Query
| | | | | I |
100 200 300 400 500 600 700

Per | Acc

Ident | Len Accession
-

99.86% 2574 CQuery_33889



Score
1356

bits(734)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 736/737(99%) 0/737(0%) Plus/Minus

Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shict
Query
Shjct
Query
Shjct

1
2558
bl
2498
121
2430
181
2378
241
2318
el
2258
EL0
2198
421
2130
481
2076
541
2018
6a1
1958
661
1896
721

1838

CATTAACTTCCAGGCGAATCACTTTACCCGGAACCAATTCACCAGACAGTATTTGLTG

HII|||I||I||I||I|\I|\I|H||||||I||I||I||I||I||\||||||I||H|
TTCATTAACTTCCAGGCGAATCACTTTACCCGGAACCAATTCACCAGACAGTATTTGCTG

TGCCAGCGGGTTTTCGATCTGCTGCTGAATTGCACGTTTCAGAGGACGTGCACCATAGAC

TGCCAGCGGGTTTTCGATCTGCTGCTGAATTGCACGTTTCAGAGGACGTGCACCATAGAC

CGGATCGTAACCGTTCTCGCTCAGCAGTTTCAGCGLCTCGTCAGARATGTGGATTTCATA

FELEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e
CGEATCGTAACCGTTCTCECTCAGCAGTTTCAGCGCCTCGTCAGAAATGTGGATTTCATA

ACCACGTTCTTCCAGACGTTTGTACAGACGTTTCAACTGAATCTGCGCAAT CGAGGCAAT

IHI|||I||I||I||I|H|H|H||||||I||I||I||I||I||\||||||I||H|
ACCACGTTCTTCCAGACGTTTGTACAGACGTTTCAACTGAATCTGCGCAATCGAGGCAA

GTGCTETTCACCCAGCGGATGGAGGACCACCACTTCATCGATACGGTTAATGAATTCCGGE

CELCEEEEEEE Rt e e e e e e e ey
GTGCTGTTCACCCAGCGEATEGAAGACCACCACTTCATCGATACGGTTAATGAATTCCGG

ACGGAAGTTATGGCTTACCACACCGAGCACCAGCTCTTTCATGTGCGCATAATCCAGTTC

HII|||I||I||I||I|\I|\I|H||||||I||I||I||I||I||\||||||I||H|
ACGGAAGTTATGGCTTACCACACCGAGCACCAGCTCTTTCATGTGCGCATAATCCAGT

ACCGAAGCGTTCCTGAATCAGATCGGAACCGAGGT TAGAGGTCATAATGACGACCGTATT

FELEEEELEEEE R e e e e e e e e e e
ACCGAAGCGTTCCTGAATCAGATCGGAACCGAGGT TAGAGGTCATAATGACGACCGTATT

ACGGAAGTCGACCGTTCTCCCTTGCCCGTCAGT CAGACGCCCATCATCCAGTACCTGLAA

FELECLEEREEE LR e e e er e e e e e
ACGGAAGTCGACCGTTCTCCCTTGCCCGTCAGTCAGACGCCCATCATCCAGTACCTGCAA

CAGAATGTTGAAGACATCCGGATGCGCTTTTTCCACTTCATCCAGCAGGAT GACGGAATA

FELEEEEEREEE e e e ee e e e e e e e
CAGAATGTTGAAGACATCCGGATGCGCTTTTTCCACTTCATCCAGCAGGATGACGGAATA

CGGACGACGACGCACCGCTTCGGTCAGGTAGCCACCTTCTTCATAACCGACATATCCCGG

FCLCLLLELE Lt e e et o
CGGACGACGACGCACCGCTTCGGTCAGGTAGCCACCTTCTTCATAACCGACATATCCCGE

AGGCGCACCAACCARACGAGACACCGAGTGTTTCTCCATARACTCGGACATATCGATACG

FCLCELEEEEE LR e e e e ey
AGGCGCACCAACCAAACGAGACACCGAGTGTTTCTCCATAAACTCGGACATATCGATACG

GACCATCGCCTCGTCGCTATCARACATAAAGTTCGCCAGCGCCTTACARAGCTCTGTTTT
HII|||I||I||I||I|\I|\I|H||||||I||I||I||I||I||\||||||I||H|

ACCATCGCCTCGTCGCTATCARACATAAAGTTCGLCCAGCGCCTTACARAGCTCTGTTTT

CCCCACACCAGTTGGGC 737

FELEEEELTTEEErT
CCCCACACCAGTTEEGC 1814
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Figura 7. Secuenciacion del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB de E. coli (Reverse). En (A) se muestra
una cobertura del 93% y un porcentaje de identidad del 99.84% en la parte final del gen ClpB de la bacteria Escherichia
coli. En (B) se muestra una comparativa entre la secuencia del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB (Query) y el gen
de ClpB de E. coli (Shjct). Se observa una identidad de secuencia del 99%, y un Unico cambio de nucledtido de purina a
purina en el alineamiento correspondiente a la parte final del gen.
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o Score | Score Cover  wvalue
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Ident = Len Accession

99.87% 2596 Query_423163

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences
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Score

Expect Identities Gaps Strand

1363 bits(738) 0.0 740/741(99%) 0/741(0%) Plus/Plus
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641
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ATGAACTTTAACAACTTTACCATTAAAGCGCAAGAAGCGGTGCAGGAGGCTGTGAACCTG

CELEEELE DR e e e L e e e Ler e et
ATGAACTTTAACAACTTTACCATTAAAGCGCAAGAAGCGGTGCAGGAGGCTGTGAACCTG

GTACAAAGCCGTGGACAGCAAGCCATCGAGCCCGTGCATGTGCTTCAAAGCGTGATG

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
GTACAAAGCCGTGGACAGCAAGCCATCGAGCCCGTECATGTGC TTCAAAGCGTGATGAAA

TGGGTGAAAATGTCACCAACTTCATCTTCCAGAAGCTGGGCATGAGCGGTCAGCAGATA

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\I LELEEEELET
GTGGGTGAAAATGTCACCAACTTCATCTTCCAGAAGC TGGGCATGAACGETCAGCAGATA

GCACTTGTACTGGACAAGCAAATTGATTCTCTGCCCAAGGTATCCGGCGGAGAGLCATAC

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
GCACTTGTACTEGACAAGCAAATTGATTCTCTEC CCAAGGTATCCGECGGAGAGCCATAC

CTGAGCCGTGAAACGAACGAAGTGTTCCAGAAGGCCACCCAATATTCCAAGGAAATGRGT

CELERRLEEEEE P e e e e e e e e e
CTGAGCCGTGAAACGAACGAAGTETTCCAGAAGGCCACCCAATAT TCCAAGGAAATGGET

GATGAATTCGTCTCCCTGGAACCGGTACTGCTGGCTTTGCTGAATGTGARAAGCACTGCA

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
ATGAATTCGETCTCCCTGGAACCEETACTGCTGGCTTTGCTGAATGTGAAAAGCACTGCA

TCCACCATTCTGARAGATGCCOGGATGACGLAACGCGAACTGCGGGAAGCCATCAACGAA

CELEEREE TR e e et e e e Cee e e
TCCACCATTCTEAAAGATGLCGEEATGACGGAACGCGAACTGLGEGAAGCCATCAACGAA

TTCACAATCCAGCGAAGACACTTACCAGTCATTGGAA

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
CTGCGAABAGGAGAAAAAGT AAL TTCACAATCCAGCGAAGACACT TACCAGT CATTGGAA

AAGTATGCCATCAATCTGAACGAAGCAGCCCGCAGCGGCAAACTGLATCCCGTCATCGGE

CELEERLLEEL PR et e ELE e L e e e e
AAGTATGCCATCAATCTGAACGAAGCAGCCCGCAGCGGCAAACTGGATCCCGTCATCRET

COTGACGAAGAGATACGGCGTGTCCTGCAGATTCTGAGTCGGCGTACCAAGAACAACCCG

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
GTGACGAAGAGATACGGCGTGTCCTGCAGATTCTEAGTCGGCGTACCAAGAACAA

ATTCTTATCGGTGAACCGGGTACCGGTAAMACAGCTATCGTAGAGGGACTTGCCCACCGT

CELLEEEEECEE et e e e e ee e e
ATTCTTATCGGTGAACCGGGTACCGETAAAACAGCTATCGTAGAGEGACTTGCCCACCGT

ATCTTGCGTGGAGACGTCCCCGAGAACTTGAAGAACARACAAGTCTACTCCCTGGATATG

\II\II\II\II\II\II\II\II\II\I\II\II\II\II\II\II\II\II\II\II
ATCTTGCGTEGAGACGTCCCCGAGAACTTGAAGAACAAACAAGTCTACTCCCTGGATATG

GGTGCACTGGTGGCTGGCGCC 781
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Figura 8. Secuenciacion del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB de B. uniformis (Forward). En (A) se
muestra una cobertura del 94% y un porcentaje de identidad del 99.87% en la primera parte del gen ClpB de la bacteria
Bacteroides uniformis. En (B) se muestra una comparativa entre la secuencia del plasmido pET-15b con el inserto de
ClpB (Query) y el gen de ClpB de B. uniformis (Sbjct). Se observa una identidad de secuencia del 99%, y un Unico cambio

de nucledtido de purina a purina en el alineamiento correspondiente a la primera parte del gen.

A
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99.86% 2596 Query_11439



Score Expect Identities Gaps Strand
1315 bits(712) 0.0 714/715(99%) 0/715(0%) Plus/Minus
Query 1 TTGGCATCCACTGTAATAGGCTTGCTGCGGTCTACTTCCTGAGCCAGCAGCTTCTTCGAC 68

Sbhjct 2562 TTGGCATCCACTGTAATAGGCTTGCTGCGGTCTACTTCCTGAGCCAGCAGCTTCTTCGAC 2583

Query 61 ANGTCGTTCAGCAMATAGTGCTGGATGGCACGTTTCACCGGACGGGCGCCGAATTCAGGG 128

Shjct 2502 AAGTCGTTCAGCAAATAGTGCTGGATGGCACGTTTCACCGGACGGGCGCCGAATTCAGGG 2443

Query 121  TCATACCCTGCATTGGCAAGGAAGTCTATGGCAGCATTTGTCAGAACAAGTTCCACACCG 188

Sbjct 2442 TCATACCCTGCATTGGCAAGGAAGTCTATGGCAGCATTTGTCAGAACAAGTTCCACACCG 2333
Query 131 TTACCGGAAAGCATCTTCTGCACACTCTTGATTTGGAGCACCACAATTTGCTTGATTTCG  24@
i
Query 241  GGCTCTGTCAGTGGCAGGAACGTGATGGTCTCGTCGATACGGTTCAGGAATTCCGGGCGG 388
opeyiiifoifmimtiiinitiniinimiiniiges
Query 381  ATGGTCTTTTTCAGCATATTCATCACTTCCTTTTTGGTTTCCTCTACGATTTGCTCCTTA  36@
gy i ittt ittt
Query 381 TTGCTACTGTTGAGCTTCTCCATCTGGCT TTGGATATAGCCGCTGCCCATGTTGGAGGTC 420
gpenetitiiitinittiiiiinithirtniviniiirkihiniife
Query 421  ATGATGATAATCGTATTCTTGAAGTTGACCGTACGCCCTTTGTTGTCCGTCAGACGTCCG 48@
oy ittt
Query 431 TCATCCAGCACTTGCAGCAAGATGTTGAATACGTCCGGATGCGCTTTCTCGATTTCGTCG  54@
ettt
Query 541  AATAGGACGACAGAATACGGTTTCCGCCTTACGGCTTCTGTCAGTTGTCCACCTTCATCG 68e@
e o IR
Query 681 TAGCCCACATATCCCGGAGGCGCTCCTACCAGACGGGAAACACTGTGTTTCTCCTGATAC 668
it
Query 661 TCGCTCATGTCGATACGGGTCATCATCGTCTCGTCGTCAAAGAGGAACTCCGCCA 715

Sbjct 1902 TCGCTCATGTCGATACGGGTCATCATCGTCTCGTCGTCAAAGAGGAACTCCGCCA 1848

Figura 9. Secuenciacion del plasmido pET-15b con el inserto de ClpB de B. uniformis (Reverse). En (A) se
muestra una cobertura del 100% y un porcentaje de identidad del 99.86% en la parte final del gen ClpB de la bacteria
Bacteroides uniformis. En (B) se muestra una comparativa entre la secuencia del plasmido pET-15b con el inserto de

ClpB (Query) y el gen de ClpB de B. uniformis (Sbjct). Se observa una identidad de secuencia del 99%, y un Unico cambio
de nucledtido de purina a purina en el alineamiento correspondiente a la parte final del gen.

Tras la comprobacién de estos resultados, se verificd que la secuencia génica de ClpB se
habia introducido correctamente dentro del pldsmido pET-15b y, que se podria traducir
posteriormente la proteina ClpB de las bacterias E. coli y B. uniformis respectivamente. Para la
comprobacidn, se realizé una PCR en la que se utilizdé como primer forward un oligonucleétido
gue mapea en la region del promotor T7 que tiene el plasmido pET-15b en su secuencia (T7-F), y
como primer reverse, el que se habia usado anteriormente en la clonacién (CLPB-ECOLI-R1 y
CLPB-BUNIF-R1), de este modo, se amplificaria el constructo pET-15b + gen ClpB. Por otro lado, el
material genético se obtuvo a partir de las colonias bacterianas transformadas, para comprobar
gue amplificaban el gen ClpB, y finalmente se realizoé una electroforesis en gel de agarosa (Fig. 10).
De este modo, se comprobd que en el gel A, en los carriles 3 y 4 los clones bacterianos habian
sido correctamente transformados con el gen ClpB de E. coli, y en el gel B el clon bacteriano

correspondiente al carril 4 habia sido transformado igualmente con el gen ClpB de B. uniformis.
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Figura 10. Comprobacion de los clones positivos con el constructo pET-15b + ClpB. En el gel A, se muestra en
1 el marcador de peso molecular y de 2-6 los posibles clones positivos de Escherichia coli. En el gel B se muestra en 1 el
marcador de peso molecular, y de 2-5 los posibles clones de ClpB de Bacteroides uniformis.

4.4 Sobreexpresion y purificacién de la proteina ClpB

Una vez se extrajo el plasmido pET-15b con el inserto del gen ClpB, se transformaron las
bacterias E. coli BL21-DE3 en medio LB autoinducido, con el objetivo de conseguir una
sobreexpresion de la proteina ClpB derivada tanto de B. uniformis como de E. coli, ademas, se
compard con un control en el que se sembraron las bacterias transformadas en medio LB. Se
obtuvo una concentracion proteica de 2 pg/uL en el caso de E. coli en medio LB, 2.7 pg/uL de
proteina en el medio LB autoinducido para E. coli, 1.8 pg/uL de proteina para B. uniformis en

medio LBy 3.4 ug/uL en el caso de B. uniformis en medio LB autoinducido.

Posteriormente, se realizd un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) que se observa en la Figura 11. Se puede apreciar como a la altura de ~100KDa se
encuentra una banda con mayor grosor que el resto, que es la que corresponde a la proteina ClpB
que tiene alrededor de 96 KDa. En la figura 11, se muestra el resultado correspondiente de la

comparacion entre las bacterias E. coliy B. uniformis en medio LB y medio LB autoinducido.
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Figura 11. Sobreexpresion de la proteina ClpB de E. coli y B. uniformis. Se muestra un gel en el que se
observa la sobreexpresidn proteica de la proteina ClpB de E. coliy B. uniformis tanto en medio LB como en medio LB
autoinducido, siendo: 1. El marcador de peso molecular, 2. E. coli en medio LB, 3. E. coli en medio LB de autoinduccién,
4. B. uniformis en medio LBy 5. B. uniformis en medio LB de autoinduccion. El resto de las bandas del gel, son proteinas
propias de la bacteria E. coli BL21-DE3.

Los resultados muestran una mayor sobreexpresidn proteica en los casos en los que se
utilizé medio LB autoinducido tanto para la bacteria E. coli como para la bacteria B. uniformis

respectivamente (carriles 2 y 4).

Finalmente, se purificaron las proteinas ClpB de E. coli y B. uniformis de bacterias BL21-
DE3 que habian sido cultivadas en medio LB autoinducido, mediante el uso de columnas
cromatograficas TALON metal dffinity resin (Takara). Una vez realizado el protocolo de
purificacidn, se realizé un gel de poliacrilamida SDS-PAGE para comprobar que la proteina ClpB

habia sido aislada correctamente y tenia el tamafo correspondiente (Fig. 13).
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Figura 12. Purificacion de la proteina ClpB de E. coli y B. uniformis. Se muestra un gel de poliacrilamida
en el que se observa la purificacion de las proteinas ClpB de las bacterias Escherichia coli y Bacteroides uniformis.
Las muestras cargadas en los carriles son: 1, la proteina ClpB de E. coli, 2, el marcador de peso moleculary 3, la
proteina ClpB de Bacteroides uniformis.

Como se aprecia en la figura 12, las bandas correspondientes a la proteina ClpB tanto
de la bacteria Escherichia coli como la bacteria Bacteroides uniformis, se muestran a la altura
aproximada de los 100 kDa, lo que concuerda con lo esperado, ya que el tamafio tedrico es de

~ 96 kDa.

4.5 Actividad ATPasa de la enzima ClpB

Una vez se purificaron los extractos de la proteina ClpB de las bacterias E. coli y B.
uniformis, se procedid a analizar si conservaban la funcién que realiza el péptido in vivo. De
este modo, se realizd un ensayo colorimétrico por cuadruplicado para medir la actividad
degradadora de ATP (ATPasa) de la proteina ClpB. Para ello, se midid la cantidad de fosfato
inorganico (Pi) producida tras la degradacion de la molécula de ATP como ilustra la figura 13.
Ademas, se realizaron también cuadruplicados de la proteina ClpB sin adicién de ATP, a modo

de control negativo.



. Actividad ATPasa de la proteina ClpB

Produccién de Pi/min/pmol de la enzima ClpB
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Figura 13. Actividad ATPasa de la enzima ClpB derivada de E. coliy B. uniformis. Grafico de barras en el que se
mide la actividad enzimatica ATPasa como produccion de Pi/min/pmol de enzima, de la proteina ClpB purificada de
E. coliy B. uniformis tanto en presencia como en ausencia de ATP (1mM). Cada uno de los casos tiene un total de
cuatro réplicas (n = 4).

Los resultados obtenidos en el experimento de actividad ATPasa (Fig. 13) ilustran una
mayor cantidad de fosfato inorgdnico producido en los casos en los que se afiade ATP a la
proteina ClpB, tanto de la bacteria E. coli, como de B. uniformis, en contraposicion con una nula
actividad ATPasa en los casos en los que no se afiadié ATP, por lo que se mantiene la funcidn

proteica original.

4.6 Alineamiento de la a-MSH con la proteina ClpB

Todos los resultados anteriores surgen a partir de la gran similitud de la proteina ClpB con
el péptido a-MSH, un neuropéptido anorexigénico que desempefia un papel bien conocido en la
sefializacion de la saciedad mediante la activacion de los MC4R vy la liberacion de la hormona

saciante PYY.



Es por ello por lo que es posible la sefalizacidn intestinal local por parte de moléculas
similares a la a-MSH derivadas de la microbiota hacia las células enteroendocrinas, siendo éste el

caso de la proteina ClpB.

A continuacion, se muestran las secuencias aminoacidicas correspondientes a la regién

mimética de la proteinas ClpB de E. coli, H. alvei y B. uniformis con el péptido a-MSH:

ECOLI CLPB (534-550aa) AEIAEVLARWTGIPVSR
HALVE CLPB (534-550aa) VEIAEVLARWTGIPVSR
BUNIF CLPB (532-548aa) EDIADVVSRWTGIPVSK
o—MSH (Humana 1-13aa) SYSMEHF-RW-GKPV--
*k % %%

En este alineamiento se pone de manifiesto la gran similitud que existe entre ambas
proteinas, aun perteneciendo a distintas especies; siendo los asteriscos (*) aminoacidos idénticos
y los puntos (.) una similitud débil entre aminoacidos. Como pone de manifiesto Legrand et al.
(2020), este epitopo similar a la a-MSH presenta la actividad esperada similar a la melanocortina

como se confirmoé mediante analisis in silico.

Este resultado es necesario en primer lugar, ya que, da pretexto a la realizacidon del
estudio, de este modo, se parte de la idea de que la proteina ClpB tiene propiedades saciantes por

su epitopo similar al péptido a-MSH.
5. Discusidén

ClpB es una proteina que se encuentra en la mayoria de las células eucariotas, y que estd
involucrada en un gran numero de procesos bioldgicos, desde su actividad chaperona
desplegando las proteinas que forman agregados®”®*, hasta interviniendo en procesos de origen
metabdlico entre los que se incluyen el control inhibitorio de la ingesta, estimulando para ello, la

liberacidn de PYY activando las vias anaroxigénicas>*>%7374,

La proteina ClpB, desempefia un papel esencial en la sefalizacion de la saciedad
mediante la activacién de los MC4R presentes en las células enteroendocrinas del intestino,
estimulando la liberacién de la hormona saciante PYY>*°87374 Estudios recientes muestran que
cuando ClpB esta elevada al alza a causa de la ingesta de macronutrientes en ratones obesos,
aumenta tanto el PYY plasmatico como el c-Fos en las neuronas POMC, lo que conlleva a la

supresion de la ingesta de alimentos®®”3,



Por lo tanto, estos datos sugieren que las proteinas bacterianas producidas por la
microbiota y tras la ingesta de alimentos, pueden sefialar la terminacidén de la comida,
pudiendo ademas influir en el patrén alimentario a largo plazo mediante la exposicion

continua a este tipo de proteinas miméticas del péptido a-MSH>%7374,

Ademas, recientemente se ha visto que la cepa H. alvei HA4597 reduce la ingesta de
alimentos, el peso corporal y el aumento de masa grasa en ratones hiperfagicos y obesos. Y,
aun con mayor relevancia, su presencia esta asociada a la pérdida de peso corporal, una
reduccion significativa de la circunferencia de la cadera y una mayor sensacién de saciedad en

humanos con sobrepeso®*°>76-80,

En el presente Trabajo de Fin de Master, se ha estudiado la proteina ClpB producida
por la bacteria comensal de la microbiota intestinal Bacteroides uniformis CECT 7771, por su
relevante implicacidn en los mecanismos de la saciedad humana. Los estudios realizados en el
laboratorio Host-Interactions in Metabolic Health muestran que esta bacteria puede reducir el
aumento del peso corporal y los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos, glucosa y
leptina, mejorando también la tolerancia oral a la glucosa en ratones obesos. Ademas, esta

bacteria es capaz de modular la microbiota intestinal y las alteraciones inmunitarias asociadas

a la obesidad, aumentando las células T reg y reduciendo los linfocitos B, los macréfagos
totales y la relacion M1/M2 tanto en el intestino como en el tejido adiposo de ratones

obesos®.

Una de las principales complicaciones que se tuvieron a la hora de realizar el presente
estudio, fue la eleccion de las enzimas de restriccion. Al principio, se eligieron como posibles
candidatas de enzimas de restriccion con sitios de corte presentes en el plasmido pET-15b a
Xbal y a Xhol. Sin embargo, tras varios meses sin obtener resultados satisfactorios y de
estudiar qué factor podia estar fallando en la ecuacién, se comprobd que la enzima Xhol no era
capaz de cortar el plasmido pET-15b por una serie de razones, dentro de las cuales se detecto
la pérdida del sitio de restriccidon por una mutacion puntual en el pldsmido detectada a lo largo
de este estudio. Por lo que finalmente, se terminé decidiendo que se utilizaria la enzima de
restriccion Ndel para cortar en la posicion reverse del plasmido y del gen ClpB, una proteina
qgue se habia utilizado hasta entonces en el laboratorio como control positivo de corte en el

plasmido, y con la que se realizaron de nuevo todos los experimentos.

Por otro lado, en el protocolo correspondiente a la sobreexpresion y purificacion de la

proteina ClpB, se estudid qué condicidn seria la mas adecuada a la hora de sembrar las



bacterias E. coli BL21-DE3. Tras hacer la prueba (apartado 3.11), se decidié que a la hora de
realizar la purificacién de la proteina ClpB a gran escala (1L) tanto la derivada de E. coli como la
de B. uniformis (apartado 3.12), se utilizaria Unicamente el medio LB de autoinduccién, ya que
habia dado un rendimiento proteico significativamente mayor que el medio LB normal. Estos
resultados se esperaban, ya que el medio LB de autoinduccion presenta en su composicion
distintas fuentes de carbono que al consumirse en las distintas fases del crecimiento celular
generan la induccidn controlada del promotor de la RNA polimerasa que guia la expresién del
gen recombinante. El modo de accidon de este tipo de medio se basa en la presencia de
componentes que se metabolizan de forma diferencial, para promover asi el crecimiento de
cultivo hasta elevadas densidades celulares, induciendo posteriormente una sobreexpresion

proteica a partir de promotores basados en el operén lactosa®.

Por ultimo, se realizd un analisis funcional de la proteina ClpB purificada de la bacteria
E. coli y de la bacteria B. uniformis, para medir si mantenian su actividad ATPasa in vitro.
Derivado de este estudio se comprobd que los péptidos mantenian su funcidn de origen, por lo
que, en experimentos futuros, podrian realizarse experimentos con esta proteina bacteriana
purificada in vivo. Para ello, se suministraria este péptido con el objetivo de analizar si es capaz
de disminuir la saciedad en ratones obesos, y si fuera el caso, continuar escalando el
experimento hasta poder producir la bacteria Bacteroides uniformis como un probiético capaz

de frenar el problema mundial que supone hoy en dia la obesidad.

6. Conclusiones

Las conclusiones extraidas tras haber realizado el trabajo de fin de Master en el laboratorio

Host-Interactions in Metabolic Health del Centro de investigacion Principe Felipe (CIPF), son las

siguientes:

- Se ha conseguido clonar en bacterias DH5-a competentes, el gen de la proteina ClpB de la

bacteria Bacteroides uniformis CECT 7771, una cepa bacteriana que ha demostrado tener

un papel importante en la regulaciéon de la saciedad, el control del metabolismo de la

glucosa, el colesterol y la leptina, asi como su influencia sobre el control del peso

corporal. Ademas, también se ha conseguido clonar el gen de la enzima ClpB de

Escherichia coli que se ha utilizado como control en los estudios funcionales.

- Se han sobreexpresado y purificado las proteinas ClpB derivadas de organismos

residentes de la microbiota (E. coli y B. uniformis) gracias a la transformacion de bacterias

E. coli BL21-DE3 competentes.



- Se ha analizado la actividad ATPasa in vitro de las bacterias comensales E. coli y B.
uniformis midiendo la cantidad de fosfato inorgdnico (Pi) producido a partir de un

sustrato de ATP, comprobando de este modo, que mantienen la actividad de origen.

7. Referencias bibliograficas

1. Adak, A. and Khan, M.R. (2018) ‘An insight into gut microbiota and its
functionalities’, Cellular and Molecular Life Sciences, 76(3), pp. 473—-493. doi:10.1007/s00018-
018-2943-4.

2. Qin, J. et al. (2010) ‘A human gut microbial gene catalogue established by
metagenomic sequencing’, Nature, 464(7285), pp. 59—65. doi:10.1038/nature08821.

3. Backhed, F. et al. (2015) ‘Dynamics and stabilization of the human gut
microbiome during the first year of life’, Cell Host & Microbe, 17(5), pp. 690-703.
doi:10.1016/j.chom.2015.04.004.

4, Zmora, N., Suez, J. and Elinav, E. (2018) ‘You are what you eat: Diet, health and
the gut microbiota’, Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology, 16(1), pp. 35-56.
do0i:10.1038/s41575-018-0061-2.

5. Charbonneau, M.R. et al. (2016) ‘Sialylated milk oligosaccharides promote
microbiota-dependent growth in models of infant undernutrition’, Cell, 164(5), pp. 859-871.
doi:10.1016/j.cell.2016.01.024.

6. Laursen, M.F. et al. (2017) ‘First foods and gut microbes’, Frontiers in

Microbiology, 8. d0i:10.3389/fmicb.2017.00356.

7. Claesson, M.J. et al. (2012) ‘Gut microbiota composition correlates with diet

and health in the elderly’, Nature, 488(7410), pp. 178-184. doi:10.1038/nature11319.

8. Matsuki, T. and Tanaka, R. (2014) ‘Function of the human gut microbiota.’, The
human microbiota and microbiome, pp. 90-106. doi:10.1079/9781780640495.0090.

9. Oren, A. and Garrity, G.M. (2021) ‘Valid publication of the names of forty-two
phyla of prokaryotes’, International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology,

71(10). doi:10.1099/ijsem.0.005056.



10. Lozupone, C.A. et al. (2012) ‘Diversity, stability and resilience of the human gut
microbiota’, Nature, 489(7415), pp. 220-230. doi:10.1038/nature11550.

11. Backhed, F. et al. (2005) ‘Host-bacterial mutualism in the human intestine’,

Science, 307(5717), pp. 1915-1920. doi:10.1126/science.1104816.

12. Garrett, W.S. (2015) ‘Cancer and the microbiota’, Science, 348(6230), pp. 80—
86. doi:10.1126/science.aaald972.

13. de Martel, C. et al. (2012) ‘Global burden of cancers attributable to infections
in 2008: A review and Synthetic Analysis’, The Lancet Oncology, 13(6), pp. 607-615.
doi:10.1016/s1470-2045(12)70137-7.

14. Sears, C.L. and Garrett, W.S. (2014) ‘Microbes, Microbiota, and colon cancer’,
Cell Host & Microbe, 15(3), pp. 317-328. d0i:10.1016/j.chom.2014.02.007.

15. Schwabe, R.F. and Jobin, C. (2013) ‘The microbiome and cancer’, Nature

Reviews Cancer, 13(11), pp. 800—812. doi:10.1038/nrc3610.

16. Louis, P., Hold, G.L. and Flint, H.J. (2014) ‘The gut microbiota, bacterial
metabolites and colorectal cancer’, Nature Reviews Microbiology, 12(10), pp. 661-672.

doi:10.1038/nrmicro3344.

17. Elinav, E. et al. (2013) ‘Inflammation-induced cancer: Crosstalk between
tumours, immune cells and microorganisms’, Nature Reviews Cancer, 13(11), pp. 759-771.

doi:10.1038/nrc3611.

18. Irrazabal, T. et al. (2014) ‘The multifaceted role of the intestinal microbiota in

colon cancer’, Molecular Cell, 54(2), pp. 309-320. doi:10.1016/j.molcel.2014.03.039.

19. Mellman, I., Coukos, G. and Dranoff, G. (2011) ‘Cancer immunotherapy comes

of age’, Nature, 480(7378), pp. 480—489. doi:10.1038/nature10673.

20. Zitvogel L;Daillére R;Roberti MP;Routy B;Kroemer G; (no date) Anticancer
effects of the microbiome and its products, Nature reviews. Microbiology. Available at:

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28529325/ (Accessed: 12 May 2023).



21. Routy, B. et al. (2018) ‘Gut microbiome influences efficacy of PD-1-based
immunotherapy against epithelial tumors’, Science, 359(6371), pp. 91-97.
doi:10.1126/science.aan3706.

22. Gopalakrishnan, V. et al. (2018) ‘Gut microbiome modulates response to anti—
PD-1 Immunotherapy in melanoma patients’, Science, 359(6371), pp. 97-103.
doi:10.1126/science.aan4236.

23. Matson, V. et al. (2018) ‘The commensal microbiome is associated with anti—
PD-1 efficacy in metastatic melanoma patients’, Science, 359(6371), pp. 104—-108.
doi:10.1126/science.aa03290.

24, Daillére, R. et al. (2016) ‘Enterococcus hirae and Barnesiella intestinihominis
facilitate cyclophosphamide-induced therapeutic immunomodulatory effects’, Immunity,

45(4), pp. 931-943. doi:10.1016/j.immuni.2016.09.009.

25. lida, N. et al. (2013) ‘Commensal bacteria control cancer response to therapy
by modulating the tumor microenvironment’, Science, 342(6161), pp. 967-970.
doi:10.1126/science.1240527.

26. Ng, S.C. et al. (2017) ‘Worldwide incidence and prevalence of inflammatory
bowel disease in the 21st Century: A systematic review of population-based studies’, The

Lancet, 390(10114), pp. 2769-2778. doi:10.1016/s0140-6736(17)32448-0.

27. Xavier, R.J. and Podolsky, D.K. (2007) ‘Unravelling the pathogenesis of
inflammatory bowel disease’, Nature, 448(7152), pp. 427—-434. doi:10.1038/nature06005.

28. Liu, J.Z. et al. (2015) ‘Association analyses identify 38 susceptibility loci for
inflammatory bowel disease and highlight shared genetic risk across populations’, Nature

Genetics, 47(9), pp. 979-986. doi:10.1038/ng.3359.

29. McGovern, D.P.B., Kugathasan, S. and Cho, J.H. (2015) ‘Genetics of
inflammatory bowel diseases’, Gastroenterology, 149(5). doi:10.1053/j.gastro.2015.08.001.

30. Eckburg, P.B. et al. (2005) ‘Diversity of the human intestinal microbial flora’,
Science, 308(5728), pp. 1635—-1638. d0i:10.1126/science.1110591.

31. ‘Structure, function and diversity of the healthy human microbiome’ (2012)

Nature, 486(7402), pp. 207-214. doi:10.1038/nature11234.



32. Frank, D.N. et al. (2007) ‘Molecular-phylogenetic characterization of microbial
community imbalances in human inflammatory bowel diseases’, Proceedings of the National

Academy of Sciences, 104(34), pp. 13780-13785. doi:10.1073/pnas.0706625104.

33. Swidsinski, A. et al. (2005) ‘Spatial organization and composition of the
mucosal flora in patients with inflammatory bowel disease’, Journal of Clinical Microbiology,

43(7), pp. 3380-3389. doi:10.1128/jcm.43.7.3380-3389.2005.

34, Barnich, N. et al. (2007) ‘CEACAMEG6 acts as a receptor for adherent-invasive E.
coli, supporting ileal mucosa colonization in crohn disease’, Journal of Clinical Investigation,

117(6), pp. 1566-1574. doi:10.1172/jci30504.

35. Macpherson, A. et al. (1996) ‘Mucosal antibodies in inflammatory bowel
disease are directed against intestinal bacteria.’, Gut, 38(3), pp. 365-375.
doi:10.1136/gut.38.3.365.

36. Ferrante, M. et al. (2007) ‘New serological markers in inflammatory bowel
disease are associated with complicated disease behaviour’, Gut, 56(10), pp. 1394-1403.
doi:10.1136/gut.2006.108043.

37. Benckert, J. et al. (2011) ‘The majority of intestinal IGA+ and IGG+ plasmablasts
in the human gut are antigen-specific’, Journal of Clinical Investigation, 121(5), pp. 1946—1955.
doi:10.1172/jci44447.

38. Gheorghe, C.E., Cryan, J.F. and Clarke, G. (2022) ‘Debugging the gut-brain axis
in Depression’, Cell Host & Microbe, 30(3), pp. 281-283. doi:10.1016/j.chom.2022.02.007.

39. Clarke, G. et al. (2014) ‘Minireview: Gut microbiota: The neglected endocrine

organ’, Molecular Endocrinology, 28(8), pp. 1221-1238. doi:10.1210/me.2014-1108.

40. Clarke, G. et al. (2019) ‘Gut reactions: Breaking down xenobiotic—microbiome

interactions’, Pharmacological Reviews, 71(2), pp. 198-224. doi:10.1124/pr.118.015768.

41. Dwyer, J.B. et al. (2020) ‘Hormonal treatments for major depressive disorder:
State of the art’, American Journal of Psychiatry, 177(8), pp. 686—705.
doi:10.1176/appi.ajp.2020.19080848.



42. Gheorghe, C.E. et al. (2021) ‘Investigating causality with fecal microbiota
transplantation in rodents: Applications, recommendations and Pitfalls’, Gut Microbes, 13(1).

doi:10.1080/19490976.2021.1941711.

43, Li, D. et al. (2022) ‘3B-hydroxysteroid dehydrogenase expressed by gut
microbes degrades testosterone and is linked to depression in males’, Cell Host & Microbe,

30(3). doi:10.1016/j.chom.2022.01.001.

44, Shin, J.-H. et al. (2019) ‘Serum level of sex steroid hormone is associated with
diversity and profiles of human gut microbiome’, Research in Microbiology, 170(4-5), pp. 192—
201. doi:10.1016/j.resmic.2019.03.003.

45, Maruvada, P. et al. (2017) ‘The human microbiome and obesity: Moving
beyond associations’, Cell Host & Microbe, 22(5), pp. 589-599.
doi:10.1016/j.chom.2017.10.005.

46. Earle, K.A. et al. (2015) ‘Quantitative imaging of gut microbiota spatial
organization’, Cell Host & Microbe, 18(4), pp. 478-488. d0i:10.1016/j.chom.2015.09.002.

47. Alhassan, S. et al. (2008) ‘Dietary adherence and weight loss success among
overweight women: Results from the A to Z weight loss study’, International Journal of Obesity,

32(6), pp. 985-991. doi:10.1038/ijo.2008.8.

48. Leone, V. et al. (2015) ‘Effects of diurnal variation of gut microbes and high-fat
feeding on host circadian clock function and metabolism’, Cell Host & Microbe, 17(5), pp. 681—
689. d0i:10.1016/j.chom.2015.03.006.

49, Rosenbaum, M. (2005) ‘Low-dose leptin reverses skeletal muscle, autonomic,
and neuroendocrine adaptations to maintenance of reduced weight’, Journal of Clinical

Investigation, 115(12), pp. 3579-3586. d0i:10.1172/jci25977.

50. Liou, A.P. et al. (2013) ‘Conserved shifts in the gut microbiota due to gastric
bypass reduce host weight and adiposity’, Science Translational Medicine, 5(178).

doi:10.1126/scitransimed.3005687.

51. Vrieze, A. et al. (2012) ‘Transfer of intestinal microbiota from lean donors
increases insulin sensitivity in individuals with metabolic syndrome’, Gastroenterology, 143(4).

doi:10.1053/j.gastro.2012.06.031.



52. Bauer, P.V., Hamr, S.C. and Duca, F.A. (2015) ‘Regulation of energy balance by
a gut—brain axis and involvement of the gut microbiota’, Cellular and Molecular Life Sciences,

73(4), pp. 737-755. doi:10.1007/s00018-015-2083-z.

53. Ussar, S. et al. (2015) ‘Interactions between gut microbiota, host genetics and
diet modulate the predisposition to obesity and metabolic syndrome’, Cell Metabolism, 22(3),

pp. 516-530. doi:10.1016/j.cmet.2015.07.007.

54, Breton, J. et al. (2016) ‘Gut Commensal E. coli proteins activate host satiety
pathways following nutrient-induced bacterial growth’, Cell Metabolism, 23(2), pp. 324—-334.
doi:10.1016/j.cmet.2015.10.017.

55. baugh, P.J. et al. (2006) ‘An obesity-associated gut microbiome with increased

capacity for Energy Harvest’, Nature, 444(7122), pp. 1027-1031. doi:10.1038/nature05414.

56. Dinan, T.G. et al. (2015) ‘Collective unconscious: How gut microbes shape
human behavior’, Journal of Psychiatric Research, 63, pp. 1-9.

doi:10.1016/j.jpsychires.2015.02.021.

57. Forsythe, P. and Kunze, W.A. (2012) ‘Voices from within: Gut microbes and the
CNS’, Cellular and Molecular Life Sciences, 70(1), pp. 55—69. doi:10.1007/s00018-012-1028-z.

58. Dominique, M. et al. (2019) ‘Effects of macronutrients on the in vitro
production of ClpB, a bacterial mimetic protein of a-MSH and its possible role in Satiety

signaling’, Nutrients, 11(9), p. 2115. doi:10.3390/nu11092115.

59. Million, M. et al. (2013) ‘Correlation between body mass index and gut
concentrations of lactobacillus reuteri, bifidobacterium animalis, Methanobrevibacter smithii
and escherichia coli’, International Journal of Obesity, 37(11), pp. 1460—-1466.
doi:10.1038/ijo.2013.20.

60. Spreckley, E. (2015) ‘The L-cell in nutritional sensing and the regulation of
appetite’, Frontiers in Nutrition, 2. doi:10.3389/fnut.2015.00023.

61. Fetissov, S.0. (2016) ‘Role of the gut microbiota in host appetite control:
Bacterial growth to animal feeding behaviour’, Nature Reviews Endocrinology, 13(1), pp. 11—

25. doi:10.1038/nrendo.2016.150.



62. Rosenzweig, R. et al. (2015) ‘ClpB N-terminal domain plays a regulatory role in
protein disaggregation’, Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(50).
doi:10.1073/pnas.1512783112.

63. Glover, J.R. and Lindquist, S. (1998) ‘Hsp104, HSP70, and HSP40’, Cell, 94(1),
pp. 73—82. doi:10.1016/s0092-8674(00)81223-4.

64. Doyle, S.M. and Wickner, S. (2009) ‘Hsp104 and CLPB: Protein disaggregating
machines’, Trends in Biochemical Sciences, 34(1), pp. 40—48. doi:10.1016/j.tibs.2008.09.010.

65. Rosenzweig, R. et al. (2013) ‘Unraveling the mechanism of protein
disaggregation through a CLPB-dnak interaction’, Science, 339(6123), pp. 1080—1083.
doi:10.1126/science.1233066.

66. Seyffer, F. et al. (2012) ‘Hsp70 proteins bind HSP100 regulatory M domains to
activate AAA+ disaggregase at aggregate surfaces’, Nature Structural & Molecular Biology,

19(12), pp. 1347-1355. doi:10.1038/nsmb.2442.

67. Doyle, S.M., Hoskins, J.R. and Wickner, S. (2012) ‘DnaK chaperone-dependent
disaggregation by caseinolytic peptidase B (ClpB) mutants reveals functional overlap in the N-
terminal domain and nucleotide-binding domain-1 pore tyrosine’, Journal of Biological

Chemistry, 287(34), pp. 28470-28479. doi:10.1074/jbc.m112.383091.

68. Bukau, B. and Horwich, A.L. (1998) ‘The hsp70 and HSP60 Chaperone
Machines’, Cell, 92(3), pp. 351-366. doi:10.1016/s0092-8674(00)80928-9.

69. Zolkiewski, M. (1999) ‘CLPB cooperates with dnak, dnaj, and GRPE in
suppressing protein aggregation’, Journal of Biological Chemistry, 274(40), pp. 28083—28086.
doi:10.1074/jbc.274.40.28083.

70. Lee, S., Choi, J.-M. and Tsai, F.T.F. (2007) ‘Visualizing the ATPase cycle in a
protein disaggregating machine: Structural basis for substrate binding by ClpB’, Molecular Cell,

25(2), pp. 261-271. doi:10.1016/j.molcel.2007.01.002.

71. Lee, S. et al. (2003) ‘The structure of ClpB’, Cell, 115(2), pp. 229-240.
doi:10.1016/s0092-8674(03)00807-9.

72. Hanson, P.l. and Whiteheart, S.W. (2005) ‘AAA+ proteins: Have engine, will
work’, Nature Reviews Molecular Cell Biology, 6(7), pp. 519-529. do0i:10.1038/nrm1684.



73. Gribble, F.M. and Reimann, F. (2019) ‘Function and mechanisms of
enteroendocrine cells and gut hormones in metabolism’, Nature Reviews Endocrinology, 15(4),

pp. 226-237. doi:10.1038/541574-019-0168-8.

74. Cowley, M.A. et al. (1999) ‘Integration of NPY, AGRP, and melanocortin signals
in the hypothalamic paraventricular nucleus’, Neuron, 24(1), pp. 155—-163. doi:10.1016/s0896-
6273(00)80829-6.

75. Arnoriaga-Rodriguez, M. et al. (2020) ‘Gut bacterial ClpB-like gene function is
associated with decreased body weight and a characteristic microbiota profile’, Microbiome,

8(1). doi:10.1186/540168-020-00837-6.

76. Legrand, R. et al. (2020) ‘Commensal Hafnia Alvei strain reduces food intake
and fat mass in obese mice—a new potential probiotic for appetite and body weight
management’, International Journal of Obesity, 44(5), pp. 1041-1051. doi:10.1038/s41366-
019-0515-9.

77. Yaswen, L. et al. (1999) ‘Obesity in the mouse model of pro-opiomelanocortin
deficiency responds to peripheral melanocortin’, Nature Medicine, 5(9), pp. 1066—1070.
doi:10.1038/12506.

78. Krude, H. et al. (1998) ‘Severe early-onset obesity, adrenal insufficiency and
red hair pigmentation caused by POMC mutations in humans’, Nature Genetics, 19(2), pp. 155—
157. doi:10.1038/509.

79. Déchelotte, P. et al. (2021) ‘The probiotic strain H. Alvei HA4597® improves
weight loss in overweight subjects under moderate hypocaloric diet: A proof-of-concept,
multicenter randomized, double-blind placebo-controlled study’, Nutrients, 13(6), p. 1902.

doi:10.3390/nu13061902.

80. Carbone, E.A. et al. (2020) ‘A systematic review on the role of Microbiota in the
pathogenesis and treatment of eating disorders’, European Psychiatry, 64(1).

doi:10.1192/j.eurpsy.2020.109.

81. Fabersani, E. et al. (2021) Bacteroides uniformis CECT 7771 alleviates
inflammation within the gut-adipose tissue axis, involving TLR5 signaling, in diet-induced obese

mice [Preprint]. do0i:10.21203/rs.3.rs-134028/v1.



82. NZY Auto-induction LB Medium (powder) (no date) NZYTech. Available at:
https://www.nzytech.com/en/mb179-nzy-auto-induction-lb-medium-
powder/#:~:text=NZY%20Auto%2DInduction%20LB%20medium%20(powder)%20is%20an%20i

nnovative,IPTG%2Dinducible%20bacterial%20expression%20systems.



ANEXOS

>ECOLI CLPB (CP097884.1, K-12 strain) - 2574bp
ATGCGTCTGGATCGTCTTACTAATAAATTCCAGCTTGCTCTTGCCGATGCCCAATCACTT
GCACTCGGGCACGACAACCAATTTATCGAACCACTTCATTTAATGAGCGCCCTGCTGAAT
CAGGAAGGGGGTTCGGTTAGTCCTTTATTAACATCCGCTGGCATAAATGCTGGCCAGTTG
CGCACAGATATCAATCAGGCATTAAATCGTTTACCGCAGGTTGAAGGTACTGGTGGTGAT
GTCCAGCCATCACAGGATCTGGTGCGCGTTCTTAATCTTTGCGACAAGCTGGCGCAAAAA
CGTGGTGATAACTTTATCTCGTCAGAACTGTTCGTTCTGGCGGCACTTGAGTCTCGCGGC
ACGCTGGCCGACATCCTGAAAGCAGCAGGGGCGACCACCGCCAACATTACTCAAGCGATT
GAACAAATGCGTGGAGGTGAAAGCGTGAACGATCAAGGTGCTGAAGACCAACGTCAGGCT
TTGAAAAAATATACCATCGACCTTACCGAACGAGCCGAACAGGGCAAACTCGATCCGGTG
ATTGGTCGTGATGAAGAAATTCGCCGTACCATTCAGGTGCTGCAACGTCGTACTAAAAAT
AACCCGGTACTGATTGGTGAACCCGGCGTCGGTAAAACTGCCATCGTTGAAGGTCTGGCG
CAGCGTATTATCAACGGCGAAGTGCCGGAAGGGTTGAAAGGCCGCCGGGTACTGGCGCTG
GATATGGGCGCGCTGGTGGCTGGGGCGAAATATCGCGGTGAGTTTGAAGAACGTTTAAAA
GGCGTGCTTAACGATCTTGCCAAACAGGAAGGCAACGTCATCCTATTTATCGACGAATTA
CATACCATGGTCGGCGCGGGTAAAGCCGATGGCGCAATGGACGCCGGAAACATGCTGAAA
CCGGCGCTGGCGCGTGGTGAATTGCACTGCGTAGGTGCCACGACGCTTGACGAATATCGC
CAGTACATTGAAAAAGATGCTGCGCTGGAACGTCGTTTCCAGAAAGTGTTTGTTGCCGAG
CCTTCTGTTGAAGATACCATTGCGATTCTGCGTGGCCTGAAAGAACGTTACGAATTGCAC
CACCATGTGCAAATTACTGACCCGGCAATTGTTGCAGCGGCGACGTTGTCTCATCGCTAC
ATTGCTGACCGTCAGCTGCCGGATAAAGCCATCGACCTGATCGATGAAGCAGCATCCAGC
ATTCGTATGCAGATTGACTCAAAACCAGAAGAACTCGACCGACTCGATCGTCGTATCATC
CAGCTCAAACTGGAACAACAGGCGTTAATGAAAGAGTCTGATGAAGCCAGTAAAAAACGT
CTGGATATGCTCAACGAAGAACTGAGCGACAAAGAACGTCAGTACTCCGAGTTAGAAGAA
GAGTGGAAAGCAGAGAAGGCATCGCTTTCTGGTACGCAGACCATTAAAGCGGAACTGGAA
CAGGCGAAAATCGCTATTGAACAGGCTCGCCGTGTGGGGGACCTGGCGCGGATGTCTGAA
CTGCAATACGGCAAAATCCCGGAACTGGAAAAGCAACTGGAAGCCGCAACGCAGCTCGAA
GGCAAAACTATGCGTCTGTTGCGTAATAAAGTGACCGACGCCGAAATTGCTGAAGTGCTG
GCGCGTTGGACGGGGATTCCGGTTTCTCGCATGATGGAAAGCGAGCGCGAAAAACTGCTG
CGTATGGAGCAAGAACTGCACCATCGCGTAATTGGTCAGAACGAAGCGGTTGATGCGGTA
TCTAACGCTATTCGTCGTAGCCGTGCGGGGCTGGCGGATCCAAATCGCCCGATTGGTTCA
TTCCTGTTCCTCGGCCCAACTGGTGTGGGGAAAACAGAGCTTTGTAAGGCGCTGGCGAAC
TTTATGTTTGATAGCGACGAGGCGATGGTCCGTATCGATATGTCCGAGTTTATGGAGAAA
CACTCGGTGTCTCGTTTGGTTGGTGCGCCTCCGGGATATGTCGGTTATGAAGAAGGTGGC
TACCTGACCGAAGCGGTGCGTCGTCGTCCGTATTCCGTCATCCTGCTGGATGAAGTGGAA
AAAGCGCATCCGGATGTCTTCAACATTCTGTTGCAGGTACTGGATGATGGGCGTCTGACT
GACGGGCAAGGGAGAACGGTCGACTTCCGTAATACGGTCGTCATTATGACCTCTAACCTC
GGTTCCGATCTGATTCAGGAACGCTTCGGTGAACTGGATTATGCGCACATGAAAGAGCTG
GTGCTCGGTGTGGTAAGCCATAACTTCCGTCCGGAATTCATTAACCGTATCGATGAAGTG
GTGGTCTTCCATCCGCTGGGTGAACAGCACATTGCCTCGATTGCGCAGATTCAGTTGAAA
CGTCTGTACAAACGTCTGGAAGAACGTGGTTATGAAATCCACATTTCTGACGAGGCGCTG
AAACTGCTGAGCGAGAACGGTTACGATCCGGTCTATGGTGCACGTCCTCTGAAACGTGCA
ATTCAGCAGCAGATCGAAAACCCGCTGGCACAGCAAATACTGTCTGGTGAATTGGTTCCG
GGTAAAGTGATTCGCCTGGAAGTTAATGAAGACCGGATTGTCGCCGTCCAGTAA

>BUNIF CLPB (CECT 7771 strain)- 2596 bp

ATGAACTTTAACAACTTTACCATTAAAGCGCAAGAAGCGGTGCAGGAGGCTGTGAACCTG
GTACAAAGCCGTGGACAGCAAGCCATCGAGCCCGTGCATGTGCTTCAAAGCGTGATGAAA
GTGGGTGAAAATGTCACCAACTTCATCTTCCAGAAGCTGGGCATGAACGGTCAGCAGATA
GCACTTGTACTGGACAAGCAAATTGATTCTCTGCCCAAGGTATCCGGCGGAGAGCCATAC
CTGAGCCGTGAAACGAACGAAGTGTTCCAGAAGGCCACCCAATATTCCAAGGAAATGGGT
GATGAATTCGTCTCCCTGGAACCGGTACTGCTGGCTTTGCTGAATGTGAAAAGCACTGCA
TCCACCATTCTGAAAGATGCCGGGATGACGGAACGCGAACTGCGGGAAGCCATCAACGAA
CTGCGAAAAGGAGAAAAAGTAACTTCACAATCCAGCGAAGACACTTACCAGTCATTGGAA
AAGTATGCCATCAATCTGAACGAAGCAGCCCGCAGCGGCAAACTGGATCCCGTCATCGGC
CGTGACGAAGAGATACGGCGTGTCCTGCAGATTCTGAGTCGGCGTACCAAGAACAACCCG
ATTCTTATCGGTGAACCGGGTACCGGTAAAACAGCTATCGTAGAGGGACTTGCCCACCGT
ATCTTGCGTGGAGACGTCCCCGAGAACTTGAAGAACAAACAAGTCTACTCCCTGGATATG
GGTGCACTGGTGGCTGGCGCCAAGTACAAAGGCGAATTTGAAGAACGTCTGAAGGCCGTT
ATCAACGAAGTGAAGAAGTCGGAAGGAGACATTATCCTCTTCATTGATGAAATCCATACC
TTGGTGGGTGCCGGCAAGGGCGAAGGTGCCATGGATGCCGCCAACATCTTGAAACCCGCC
TTGGCACGCGGTGAACTGAGGAGCATCGGGGCCACTACCCTCGATGAATATCAGAAGTAT
TTCGAAAAGGACAAAGCGTTGGAGCGCCGCTTCCAGATTGTCATGGTGAACGAACCGGAC
ACGCTGAGCACCATCTCCATTCTGCGTGGTCTGAAGGAACGTTATGAGAACCATCACCAC
GTACGGATTAAGGACGATGCCATCATCGCCGCCGTAGAGTTGAGCAACCGTTACATCACC
GACCGTTTCTTGCCGGACAAGGCTATCGACCTGATGGACGAAGCCGCCGCCAAGCTGCGT
ATGGAGGTCGATTCCGTACCGGAAGAGCTGGACGAGATTTCGCGTAAGATAAAGCAGCTG
GAGATTGAACGTGAAGCCATCAAGCGCGAAAACGACAAGCCCAAACTGGAACAAATCGGC
AAAGAACTTGCCGAGCTGAAAGAGCAGGAAAACTCGTACAAGGCGAAATGGCAAAGTGAA
AAGACCCTTGTCAACAAAATCCAGCAGAATAAGGTGGAAATAGAGAACCTGAAGTTCGAG
GCCGACAAGGCTGAACGGGAAGGCGACTATGGCCGGGTGGCCGAAATACGCTACGGCAAA
CTGCAAGCGCTGAACCAGGAGATTGAAGAAACGCAGCAAAAACTGCACGAAATGCAGGGT



GACAAGGCCATGAATTAAAGAGGAAGTGGACGCTGAAGACATCGCCGACGTAGTATCCCG
CTGGACCGGCATACCGGTAAGCAAGATGCTGCAAAGCGAAAAGGACAAACTGTTGCATCT
GGAGGCGGAACTGCACCAGCGGGTTATCGGGCAGGACGAAGCCATCGAGGCCGTATCCGA
TGCCGTACGCCGCAGTCGTGCCGGACTGCAAGACCCGAAACGTCCTATCGGCTCATTCCT
TTTCCTGGGAACCACCGGTGTAGGTAAGACGGAATTGGCAAAGGCGCTGGCGGAGTTCCT
CTTTGACGACGAGACGATGATGACCCGTATCGACATGAGCGAGTATCAGGAGAAACACAG
TGTTTCCCGTCTGGTAGGAGCGCCTCCGGGATATGTGGGCTACGATGAAGGTGGACAACT
GACAGAAGCCGTAAGGCGGAAACCGTATTCTGTCGTCCTATTCGACGAAATCGAGAAAGC
GCATCCGGACGTATTCAACATCTTGCTGCAAGTGCTGGATGACGGACGTCTGACGGACAA
CAAAGGGCGTACGGTCAACTTCAAGAATACGATTATCATCATGACCTCCAACATGGGCAG
CGGCTATATCCAAAGCCAGATGGAGAAGCTCAACAGTAGCAATAAGGAGCAAATCGTAGA
GGAAACCAAAAAGGAAGTGATGAATATGCTGAAAAAGACCATCCGCCCGGAATTCCTGAA
CCGTATCGACGAGACCATCATGTTCCTGCCACTGACAGAGCCCGAAATCAAGCAAATTGT
GGTGCTCCAAATCAAGAGTGTGCAGAAGATGCTTTCCGGTAACGGTGTGGAACTTGTTCT
GACAAATGCTGCCATAGACTTCCTTGCCAATGCAGGGTATGACCCTGAATTCGGCGCCCG
TCCGGTGAAACGTGCCATCCAGCACTATTTGCTGAACGACTTGTCGAAGAAGCTGCTGGC
TCAGGAAGTAGACCGCAGCAAGCCTATTACAGTGGATGCCAATACCACTGACGACGGACT
GGTTTTCAGAAATTAA



