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ABREVIATURAS

Ademéas de las unidades y abreviaturas aceptadas por el Sistema Internacional de
Medidas (http://physics.nist.gov/cuu/Units/index.html) y la International Union of Pure
and Applied Chemistry (http://old.iupac.org/publications/epub/index.html#nt), en esta
Tesis se han utilizado las siguientes abreviaturas:

aa, aminoacido(s).

ADN, &cido desoxirribonucleico.

aLf, apolactoferrina.

ATCC, Coleccion Americana de Cultivos Tipo o American Type Culture Collection
(http:www.lgcstandards-atcc.org/).

BSA, seroalbumina bovina o bovine serum albumin.

C4BP, proteina de unién al factor C4b del complemento o C4b-binding protein.
CBP, proteina de unidn a colina o choline-binding protein.

CC, complejos clonales.

CHL, cloranfenicol o chloramphenicol.

CIB, Centro de Investigaciones Bioldgicas.

Clg, colageno.

CN, control negativo.

CnA, condroitin sulfato A.

CnB, condroitin sulfato B.

CNM, Centro Nacional de Microbiologia.

CPS, polisacarido capsular/capsula polisacaridica o capsular polysaccharide.
CSIC, Centro Superior de Investigaciones Cientificas.

CSP, péptido estimulador de la competencia 0 competence stimulator peptide.
CRP, proteina C reactiva o C-reactive protein.

Cx, componentes.

DiiA, proteina dimérfica A implicada en invasion o dimorphic invasion-involved
protein A.

DLsg, dosis letal 50.

DO, densidad oOptica.

DS, desviacion estandar.

DUF, dominio de funcion desconocida o domain of unknown function.
EA-EPOC, exacerbaciones agudas de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
EDTA, &cido etilendiaminotetraacético o ethylenediaminetetraacetic acid.

El, elastina.

EN, enfermedad neumocdcica.

ENI, enfermedad neumocdcica invasiva.

ENNI, enfermedad neumocaocica no invasiva.

EPOC, enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

Fab, fraccidn variable de un anticuerpo.

Fc, fraccion constante de un anticuerpo.

FH, factor H.

FITC, isotiocianato de fluoresceina.

Fn, fibronectina.

hLf, hololactoferrina.

HRP, horseredish peroxidase

IC, indice de competitividad.

Ig, inmunoglobulina.


http://old.iupac.org/publications/epub/

IN, intranasal.

IP, intraperitoneal.

IPTG, isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido.

IRF, indice relativo de fluorescencia.

IS, secuencia de insercion.

ISCIII, Instituto de Salud Carlos I11.

KAN, kanamicina.

Kp, constante de afinidad.

LB, medio de cultivo Luria-Bertani.

LBA, lavado broncoalveolar.

Lg, linfocitos B.

Lf, lactoferrina.

Lm, laminina.

LNF, lavado nasofaringeo.

LRMM, marcador de bajo peso molecular o low range molecular marker.

L, linfocitos T.

Mc, mucina de glandula submaxilar.

MHC, complejo mayor de histocompatibilidad o major histocompatibility complex.
MLST, tipificacion por secuenciacion multilécica o multilocus sequence typing.
NA, no aplicable.

NAC, neumonia adquirida en la comunidad.

NS, no significativo.

nt, nucleotido(s).

OPD, orto-fenildiamina o ortho-phenylenediamine.

PAFR, receptor del factor activador de plaquetas o platelet-activating factor receptor.
PAMP, modelo molecular asociados a patégeno o pathogen-associated molecular
pattern.

pb, pares de bases.

PCho, fosforilcolina o phosphorylcholine.

PCR, reaccion en cadena de la polimerasa o polymerase chain reaction.

PCV, vacuna polisacaridica antineumocaocica conjugada.

PCV7, vacuna polisacaridica antineumococica conjugada 7-valente.

PCV10, vacuna polisacaridica antineumocdcica conjugada 10-valente.

PCV13, vacuna polisacaridica antineumocadcica conjugada 13-valente.

PE, ficoeritrina o phycoerytrin

Pe, proteina externa.

PFA, paraformaldehido.

Pht, triada de polihistidina o polyhistidine triad.

plgR, receptor polimérico de inmunoglobulinas o polymeric immunoglobulin receptor.
Pl, plasmindgeno.

PMSF, fluoruro de fenilmetilsulfonio o phenilmetilsulfonil fluoride.

PPV, vacuna polisacaridica antineumocdcica o pneumococcal polysaccharide vaccine.
PPV23, vacuna polisacaridica antineumocdcica 23-valente.

Pr, promotor.

PRL, proteina rica en leucina.

PRR, receptor de reconocimiento de patrones o pattern-recognition receptor.

R resistente.

RI, respuesta inmunitaria.

RIA, respuesta inmunitaria adquirida.

RII, respuesta inmunitaria innata.



IRF, indice relativo de fluorescencia.

RPMI, medio RPMI o Roswell Park Memorial Institute medium.

SDS, dodecilsulfato sédico o sodiumdodecyl sulphate.

Sl, sistema inmunitario.

Si, secuencia de insercion.

SP, proteina de superficie o surface protein.

SPR, resonancia de plasmones de superficie o surface plasmon resonance.
ST, secuencitipos.

TAE, tampon para electroforesis de ADN en geles de agarosa. Contiene Tris—HCI 40
mM; &cido acético 20 mM; EDTA 2 mM; pH 8.1.

TP, transportador.

TR, transposasa.

Tr, terminador.

THY, medio Todd-Hewitt conteniendo 0.5% de extracto de levadura.
UFC, unidades formadoras de colonias.

UR, unidades de resonancia.
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RESUMEN

Caracterizacion de la proteina DiiA de Streptococcus pneumoniae y evaluacion de

su potencial como antigeno vacunal.

INTRODUCCION: Streptococcus pneumoniae (neumococo) puede encontrarse en el
hombre formando parte de la microbiota de la nasofaringe aunque también puede
diseminarse produciendo enfermedades invasivas y no invasivas, principalmente en
nifios, ancianos y pacientes inmunodeprimidos (Henriques-Normark y Tuomanen,
2013). Sin embargo, muchos aspectos de la patobiologia de este microorganismo no se
conocen en profundidad, concretamente la transicion de comensal a patégeno. Aunque
el principal factor de virulencia de neumococo es su capsula polisacaridica (McDaniel y
Swiatlo, 2004), las proteinas de superficie también tienen un papel fundamental en la
patogénesis de la bacteria. Estas proteinas interaccionan directamente con el hospedador
permitiendo, por ejemplo, la colonizacion de la nasofaringe, la internalizacion a través
del epitelio pulmonar y la invasion de otros tejidos por parte de la bacteria (Kadioglu et
al., 2008).

Las proteinas de superficie que median la adhesion presentan tipicamente una
arquitectura que incluye un dominio de anclaje a la pared celular, un tallo
desestructurado que se proyecta hacia el exterior y — en el extremo mas distal —
secuencias repetidas que suelen plegarse como laminas beta (Lin et al., 2012). El
namero de repeticiones puede variar entre aislados clinicos, lo que puede condicionar
tanto la afinidad por la molécula diana como la inmunogenicidad de la proteina
(Gravekamp et al., 1997).

Desde hace afios se ha tratado de prevenir la infeccién por neumococo mediante
vacunacion de la poblacién de riesgo (Grabenstein y Klugman, 2012). Aungue las
vacunas comercializadas hasta la fecha estdn constituidas por los polisacaridos
capsulares de los serotipos mas infectivos, no protegen frente a todas las cepas y se hace
necesario el desarrollo de vacunas proteicas universales serotipo-independientes
(Feldman y Anderson et al., 2014). En este sentido, la vacunologia reversa se presenta
como una herramienta muy valiosa a la hora de estudiar nuevas proteinas de superficie
implicadas en virulencia y con caracter inmunoprotector (Sette et al., 2010). Para ello se
realizan analisis gendmicos y otras tecnologias de alto rendimiento de pat6genos
humanos primarios (Seib et al., 2012) (Monterrubio-Lépez et al., 2015). Las proteinas

que constituyan una nueva vacuna deberian presentar idealmente las siguientes



caracteristicas: estar expuestas al exterior; ser capaces de producir una respuesta
inmunologica completa en el hospedador; presentar variabilidad alélica limitada; estar
presente en el mayor numero posible de aislados clinicos; y estar implicada en
virulencia en uno o mas estadios de la infeccion (Schulz y Hammerschmidt, 2013).

OBJETIVOS:

1. Analizar las caracteristicas genéticas, gendmicas y proteicas esenciales de la
proteina DiiA de S. pneumoniae.

2. Estudiar la relacion entre la variabilidad alélica de DiiA y el perfil
epidemioldgico de S. pneumoniae.

3. Justificar la relevancia de DiiA en la enfermedad neumocdcica utilizando
modelos murinos y abordajes in vitro.

4. Caracterizar la respuesta inmunogénica inducida por DiiA.

5. Evaluar la capacidad inmunoprotectora de DiiA frente a colonizacion, neumonia

invasiva y sepsis neumocacicas en modelos murinos.

RESULTADOS: En esta Tesis Doctoral, se han caracterizado en profundidad diversos
aspectos de la proteina DiiA de S. pneumoniae. En primer lugar, se analizo la secuencia
codificada por el locus sp1992 de la cepa TIGR4 de S. pneumoniae. Segun bases de
datos de proteinas, este locus codificaba una proteina “hipotética” exclusiva de
neumococo. Un estudio mas en profundidad del entorno gendmico de sp1992 mostro
que dicho gen no se encontraba formando parte de ningin operon y que presentaba dos
versiones alélicas de longitud variable. El alelo largo codificaba una proteina de 330
aminoacidos mientras que el alelo corto presentaba una delecion, entre los residuos 11 y
93, por lo que codificaba una proteina de 247 aminoécidos.

La proteina SP1992 (renombrada como DiiA: Dimorphic invasion-involved protein
A, proteina dimdrfica A implicada en invasion) contenia un dominio LPXTG de anclaje
a pared celular en su extremo C-terminal mientras que el resto de los residuos de esta
proteina se encontraban expuestos al exterior. Esto justificaria la presencia de
anticuerpos frente a esta proteina tanto en pacientes con enfermedad neumocécica como
en individuos portadores (Giefing et al., 2008). A continuacién se encontraba el
dominio de funcién desconocida DUF1542 que incluia dos regiones coiled-coil. La

posible implicacion de estas regiones en la oligomerizacién de la proteina se confirmé



in vitro mediante electroforesis en condiciones nativas y cromatografia de exclusion de
tamafio. La region N-terminal contenia dos repeticiones imperfectas (denominadas aqui
R1 y R2), con estructura de lamina-f, constituidas por 37 residuos que compartian un
51% de identidad. El alelo largo contenia las dos repeticiones mientras que el alelo
corto solo contenia la repeticion R2.

La secuencia de DiiA se compar6 con proteinas de especies de estreptococos no
patdgenos y patdgenos. En todos los casos el dominio de union a pared fue LPXTG,
pero la baja identidad de secuencia de las repeticiones en comparacién con la de DiiA
(< 50%), el distinto nimero de repeticiones y la ausencia del dominio DUF1542
indicaban que no presentaban una relacion de ort6logos - genes con misma funcién
heredados verticalmente por especiacion - con DiiA, aunque su funcion pudiera estar
relacionada. Estas variantes similares a diiA presentes en especies cercanas a
neumococo presentaron diferencias en los genes flanqueantes y localizacion dentro del
genoma, lo que respalda un origen evolutivo diferente.

Se confirmo la presencia del gen diiA en los 560 aislados clinicos de S. pneumoniae
analizados mediante PCR, ya fuera el alelo largo (993 pb) o corto (744 pb). Mientras
que la homogeneidad alélica en los 22 serotipos mayoritarios fue solo del 77.8%, en los
18 complejos clonales principales ascendié al 93.3%. Los aislados con alelo largo se
asociaban significativamente a enfermedad invasiva (P = 3 x 10°) mientras que los
aislados con el alelo corto tendian a afectar a pacientes en grupos de riesgo: mayores de
70 afios o con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (P = 1 x 10™9).

Para poder estudiar la implicacion de las distintas secciones de DiiA en el proceso de
infeccidn, se utilizaron modelos murinos y mutantes isogénicos de la cepa TIGR4 de S.
pneumoniae con deleciones progresivas del gen. Se observo que los mutantes sin
repeticiones presentaban una capacidad de colonizacién reducida (P < 0.001). Durante
la internalizacion en el pulmoén de los animales y la diseminacion al torrente
circulatorio, el mutante carente de la repeticion R1 disminuyo su virulencia (P < 0.05)
respecto del mutante con dos repeticiones. En el ensayo de sepsis, el mutante
TIGR4AdiiA mostrd una disminucion de mas de 5 logaritmos en el indice de
competitividad.

La interaccion de DiiA con proteinas del hospedador se llevd a cabo utilizando un
cribado con 12 proteinas de la matriz extracelular y del plasma mediante resonancia de
plasmones de superficie. Se determind que DiiA era capaz de unirse a colageno y

hololactoferrina con unas constantes de afinidad compatibles con unién especifica, Kp =



4.6 x 107 y Kp =2.7 x 10”, respectivamente. Las consecuencias funcionales de la union
a hololactoferrina se estudiaron a nivel del sistema del complemento. En este caso se
observo que la presencia de DiiA disminuia significativamente el depdsito de C3b sobre
la superficie bacteriana (P < 0.01).

Desde la perspectiva profilactica, cuatro de cinco predictores determinaron que el
area de las repeticiones presentaba entre el 50 y el 100% de los residuos inmunogeénicos
0 constituyentes de epitopos, valores que se incrementan a mas del doble cuando se
normalizaron por longitud. Esto puede explicarse porque la zona con repeticiones es
mas hidrofdbica que la region sin repeticiones. La inmunizacion intraperitoneal con la
variante de DiiA con dos repeticiones indujo una respuesta significativamente mas
amplia y potente en suero para todos los subtipos de inmunoglobulinas IgG analizadas
que la variante sin repeticiones. El anti-suero fue capaz de reconocer cantidades de
nanogramos de la proteina DiiA mediante western blot. Mediante citometria de flujo se
determiné que los anticuerpos generados tras esta inmunizacién incrementaron los
niveles de C3b sobre determinados serotipos de S. pneumoniae (P < 0.01). La
inmunizacion con la variante de la proteina con dos repeticiones confirié una proteccion
en raton del 60% frente a la sepsis neumocdcica por la cepa TIGR4 (P = 9 x 10™). Sin
embargo, la proteccion frente a neumonia bacteriémica no alcanzo valores de proteccion
relevantes independientemente de si la inmunizacion fue intraperitoneal o intranasal.

La cantidad de inmunoglobulinas obtenida del lavado nasofaringeo tras inmunizacion
intranasal con la wversibn de DiiA que presentaba las dos repeticiones fue
significativamente superior respecto al tratamiento solo con el adyuvante. Ademas, la
carga bacteriana en la nasofaringe disminuy6 en mas de un logaritmo en los ratones

inmunizados respecto de los tratados solo con el adyuvante (P = 0.039).
CONCLUSIONES:

1. DiiA es una proteina de superficie de S. pneumoniae con arquitectura tipica de
adhesina.

2. El gen diiA presenta dos alelos, largo y corto, con una o dos repeticiones
internas, respectivamente.

3. El alelo largo se asocia a pacientes con enfermedad neumocdcica invasiva
mientras que el alelo corto a pacientes en grupos de riesgo.

4. DiiA es un factor de virulencia de S. pneumoniae en modelos murinos.



5. El fragmento desestructurado de DiiA contribuye a la interaccion entre
S. pneumoniae y su hospedador mediante colageno y hololactoferrina in vitro.

6. Las repeticiones de DiiA son las regiones mas inmunogeénicas de dicha proteina
tanto in silico como in vitro.

7. La inmunizacion sistémica y a nivel de mucosas con la variante de DiiA que
presenta las dos repeticiones protege frente a sepsis y colonizacidn,

respectivamente, por la cepa TIGR4 de S. pneumoniae.
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SUMMARY

Characterization of DiiA protein of Streptococcus pneumoniae and evaluation of its

potential as vaccine antigen.

INTRODUCTION: Streptococcus pneumoniae (pneumococcus) can be found in
humans taking part of the nasopharyngeal microbiota, although it can spread causing
invasive and non-invasive disease, mainly in children, elderly and immunocompromised
patients (Henriques-Normark and Tuomanen, 2013). However, many aspects of the
pathobiology of this bacterium are not well understood, in particular the transition from
commensalism to virulence. Although the major virulence factor of pneumococcus is its
polysaccharide capsule (McDaniel and Swiatlo, 2004), surface proteins play a
fundamental role in the pathogenesis of the bacterium. These proteins interact directly
with the host mediating, for example, colonization of the nasopharynx, internalization
through alveolar epithelium and invasion of other tissues (Kadioglu et al., 2008).

Surface proteins, which are involved in adhesion process, present a typical
architecture that includes a cell wall anchoring domain, an unstructured stalk projected
to the outside and - at the furthest point - repeated sequences that usually are p-strands
(Lin et al., 2012). The number of repeats varies among clinical isolates, which may
affect both the affinity to the target molecule and the immunogenicity of the protein
(Gravekamp et al., 1997).

For years prevention of pneumococcal disease by vaccinating the risk population has
been one of the major goals (Grabenstein and Klugman, 2012). Although licensed
vaccines until now are made by capsular polysaccharides of the most invasive
serotypes, they do not protect against all strains and it is mandatory then the
development of universal protein-based serotype-independent vaccines (Feldman and
Anderson, 2014). In this regard, reverse vaccinology is presented as a value tool in
order to study new outside exposed proteins involved in virulence and showing
immunoprotective activity (Sette and Rappuoli, 2010). For this purpose, genomic
analysis and other technologies with high throughput screening are used in primary
human pathogens (Seib et al., 2012) (Monterrubio-L6pez et al., 2015). Proteins, which
constitute a new vaccine, should ideally have the following features: to be exposed to
the outside space; to be able to produce a complete immunological response in the host;

to present limited allelic variability; to belong to a high number of clinical isolates; and
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to be involved in one or more stages of the infection process (Schulz and
Hammerschmidt , 2013).

GOALS:

1. To analyze esential genetic, genomics and proteic features of DiiA protein of S.
pneumoniae.

2. To study the relationship between the allelic variability of DiiA and the
epidemiologic profile of S. pneumoniae.

3. To justify the relevance of DiiA in pneumococcal invasive disease by murine
models and in vitro assays.

4. To characterize the immunogenic response induced by DiiA.

5. To evaluate the protection of DiiA against pneumococcal colonization, invasive

pneumonia and sepsis in murine models.

RESULTS: In this Doctoral Thesis, a deep characterization of the DiiA protein of S.
pneumoniae has been developed. Firstly, the sequence codified by the locus sp1992 of
S. pneumoniae TIGR4 strain was analyzed. According to protein database, this locus
codified an “hipotetical” protein exclusive of pneumococcus. A more detailed study of
the genomic environment of diiA showed that this gene did not belong to any operon
and had two allelic variants with different length. The long allele codified a 330
residues protein whereas the short allele showed a deletion between residues 11 and 93
and codified a 247 residues protein.

The protein SP1992 (renamed as DiiA: Dimorphic invasion-involved protein A)
contained an LPXTG cell wall anchoring domain in the C-terminal region, while the rest
of the residues of this protein were exposed to the outside. This fact justified the
presence of antibodies against this protein both in patients with pneumococcal disease
and in carriers (Giefing et al., 2008). Next a domain with unknown function named
DUF1542 was found having two coiled-coil regions. The possibility that these
sequences could contribute to oligomerization was confirmed in vitro by electrophoresis
in native conditions and size exclusion chromatography. The N-terminal region
presented two imperfect repeats (named here R1 and R2), with B-sheet structure and 37
residues that shared 51% of identity. The long allele had two repeats while the short

allele only had the repeat R2.
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The sequence of DiiA was compared to proteins of pathogenic and non-pathogenic
streptococcus species. In all cases the cell wall anchoring domain was LPXTG, but the
low identity of repeat sequences (< 50%), the different number of repeats and the lack
of DUF1542 domain indicated that they did not present a relationship of orthologs -
genes with the same function vertically inherited by speciation - with DiiA, although
their function could be related. These variants similar to diiA were also present in
closely species to pneumococcus and showed differences in flanking genes and
localization inside the genome, which support a distinct evolutionary origin.

The presence of diiA gene was confirmed in 560 clinical isolates of S. pneumoniae
tested by PCR, either the long allele (993 bp) or the short allele (744 bp). Whereas the
allele homogeneity in the more predominant 22 serotypes was only 77.8%, in the major
18 clonal complexes raised up to 93.3%. Isolates with the long allele were significantly
associated to invasive disease (P = 3 x 10°) and the isolates with the short allele tended
to affect patients in groups of risk: older than 70 years old or patients with chronic
obstructive pulmonary disease (P = 1 x 10™).

To study the involvement of the different sections of DiiA in the infection process,
murine models and step-wise isogenic mutants of S. pneumoniae TIGR4 strain were
tested. It was observed that mutants without repeats showed a decreased capacity to
colonize the respiratory tract (P < 0.001). During the internalization process in animal
lungs and the dissemination to the bloodstream, the mutant without the R1 repeat
reduced its virulence (P < 0.05) when compared to the mutant with two repeats. In the
sepsis assay, TIGR4AdiiA mutant decreased the competitive index more than 5
logarithms.

The interaction of DiiA with host proteins was screened using 12 extracellular and
plasma proteins and surface plasmon resonance technic. It was determined that DiiA
bound to collagen and hololactoferrin with affinity values compatible with specific
bindings, Kp = 4.6 x 107 y Kp = 2.7 x 10”°, respectively. Functional consequences of
the hololactoferrin-binding were analyzed at complement system level. In this case, the
presence of DiiA decreased significantly the deposition of C3b on the bacterial surface
(P <0.01).

From a prophylactic approach, four of five predictors determined that the area of
repeats showed between 50 and 100% of the immunogenic or epitope-constituent
residues, which increased more than double as it normalized by length. This could be

explained because the zone with repeats was more hydrophobic than the region without



repeats. Intraperitoneally immunization with the variant of DiiA with two repeats
induced a significative larger and more powerful response in serum for all the subtypes
of immunoglobulins 1gG tested in comparison to the variant without repeats. The anti-
serum was able to recognize nanogram amounts of the protein DiiA by western blot. By
flow cytometry it was determined that antibodies produced after this immunization
process, increased the activation of C3b on the surface of certain serotypes of S.
pneumoniae (P < 0.01). The immunization with the protein variant with two repeats
conferred a protection in murine models of infection of 60% against the pneumococcal
sepsis caused by TIGR4 strain (P = 9 x 10™). However, protection against bacteriemic
pneumonia did not reach relevant values regardless of the inoculation route of
immunization.

The amount of immunoglobulins obtained from nasopharyngeal washes after
intranasally immunization of mice with the two repeats version of DiiA was
significantly higher compared to mice immunized only with the adjuvant. Moreover, the
bacterial load in the murine nasopharynx decreased more than one logarithm compared
to mice treated only with the adjuvant (P = 0.039).

CONCLUSIONS:

1. DiiA is a surface protein of S. pneumoniae that presents a typical adhesin
architecture.

2. The diiA gene had two alleles, long and short, with one or two internal repeats,
respectively.

3. The long allele is associated to patients with invasive pneumococcal disease,
while the short allele is related to high risk patients.

4. DiiAis a virulence factor of S. pneumoniae in murine models.

5. The unstructured fragment of DiiA contributes to the interaction between
S. pneumoniae and the host by collagen and hololactoferrin in vitro.

6. Repeats of DiiA are the most immunogenic regions of the protein in silico and in
Vivo.

7. Systemic and mucosal immunization with the variant of DiiA that has both
repeats protects against sepsis and colonization, respectively, by S. pneumoniae
TIGRA4 strain.



REFERENCES:

Feldman, C. and Anderson, R. (2014). Review: current and new generation pneumococcal vaccines. J
Infect. 69: 309-325.

Giefing, C., Meinke, A.L., Hanner, M., Henics, T., Bui, M.D., Gelbmann, D., Lundberg, U., Senn, B.M.,
Schunn, M., Habel, A., Henriques-Normark, B., Ortqvist, A., Kalin, M., von Gabain, A. and Nagy,
E. (2008). Discovery of a novel class of highly conserved vaccine antigens using genomic scale
antigenic fingerprinting of pneumococcus with human antibodies. J Exp Med. 205: 117-131.

Grabenstein, J.D. and Klugman, K.P. (2012). A century of pneumococcal vaccination research in
humans. Clinical microbiology and infection: the official publication of the European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases. 18 Suppl 5: 15-24.

Gravekamp, C., Kasper, D.L., Michel, J.L., Kling, D.E., Carey, V. and Madoff, L.C. (1997).
Immunogenicity and protective efficacy of the alpha C protein of group B streptococci are inversely
related to the number of repeats. Infection and immunity. 65: 5216-5221.

Henriques-Normark, B. and Tuomanen, E.l. (2013). The pneumococcus: epidemiology, microbiology,
and pathogenesis. Cold Spring Harbor perspectives in medicine. 3.

Kadioglu, A., Weiser, J.N., Paton, J.C. and Andrew, P.W. (2008). The role of Streptococcus pneumoniae
virulence factors in host respiratory colonization and disease. Nature reviews Microbiology. 6: 288-
301.

Lin, I.H., Hsu, M.T. and Chang, C.H. (2012). Protein domain repetition is enriched in Streptococcal cell-
surface proteins. Genomics. 100: 370-379.

McDaniel, L.S and Swiatlo, E. (2004). Pneumococcal Disease: Pathogenesis, Treatment, and Prevention.
Infect Dis Clin Pract. 12: 93-98.

Monterrubio-Lépez, G.P., Gonzélez, Gonzalez y Merchand, J.A. and Ribas-Aparicio, R.M. (2015).
Identification of Novel Potential Vaccine Candidates against Tuberculosis Based on Reverse
Vaccinology. BioMed research international. 2015: 483150.

Schulz, C. and Hammerschmidt, S. (2013). Exploitation of physiology and metabolomics to identify
pneumococcal vaccine candidates. Expert review of vaccines. 12: 1061-1075.

Seib, K.L., Zhao, X. and Rappuoli, R. (2012). Developing vaccines in the era of genomics: a decade of
reverse vaccinology. Clinical microbiology and infection: the official publication of the European
Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. 18 Suppl 5: 109-116.

Sette, A. and Rappuoli, R. (2010). Reverse vaccinology: developing vaccines in the era of genomics.
Immunity. 33: 530-541.

Xi






|. INTRODUCCION







Introduccién

1. STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE ES UNO DE LOS PRINCIPALES
PATOGENOS EN HUMANOS

1.1. Caracteristicas generales y aspectos historicos

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram-positiva que presenta
una forma cocoide con extremos lanceolados. Se dispone tipicamente en parejas,
aunque también puede encontrarse formando cadenas cortas. Este microorganismo,
anaerobio facultativo, es auxotrofo para la colina (Tomasz, 1967) y crece en agar sangre
con atmosfera al 5% de CO, dando lugar a colonias a-hemoliticas. Su identificacion se
puede llevar a cabo mediante tres pruebas bioquimicas: ausencia de actividad catalasa,
susceptibilidad a optoquina y solubilidad en sales biliares.

S. pneumoniae fue identificado por primera vez por Louis Pasteur y George M.
Stenberg de manera independiente y casi simultdnea en 1881 (Pasteur, 1881; Sternberg,
1881). Sin embargo, no fue hasta 1886 cuando Albert Fraenkel lo asocié como agente
etiologico de neumonia en humanos (Fraenkel, 1886). En 1902 Friedrich Neufeld
describio la Reaccion de Quellung (“hinchazén”) como método serologico para tipificar
neumococos (Neufeld, 1902). Desde entonces los esfuerzos para combatir las
infecciones producidas por esta bacteria se centraron en la administracion pasiva de
anticuerpos frente a la capsula (Avery, 1917). A partir de los afios 40, la inmunoterapia
fue substituida por la antibioterapia como medida frente a la enfermedad neumocdcica
(EN). Sin embargo, la aparicion de aislados con susceptibilidad disminuida a dicho
antibiotico, hizo que en la década de los sesenta se investigara en el desarrollo de una

vacuna que previniera las infecciones neumocdcicas.

1.2. Epidemiologia de la enfermedad neumocacica

S. pneumoniae es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo (Feldman y Anderson, 2016). Entre los cuadros clinicos que produce destaca la
neumonia adquirida en la comunidad, siendo el principal agente causal de la misma
(Torres et al., 2014). Esta supone un gasto de mas de 10000 millones de euros anuales
en Europa (Welte et al., 2012), entre otras razones por la dificultad que puede conllevar
su diagndstico (Werno y Murdoch, 2008). Sin embargo, estos problemas se podrian
minimizar con medidas profilacticas adecuadas, ya que neumococo es uno de las

principales patdégenos bacterianos prevenibles por vacunacion (Myint et al., 2013).
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Los individuos con mas riesgo de infeccion por esta bacteria son los nifios menores
de 2 afos y los adultos mayores de 50 afios (Torres et al., 2015), ya que el sistema
inmunitario (SI) no esta lo suficientemente desarrollado en el caso de los nifios y la
funcionalidad del mimo suele verse comprometida a partir de cierta edad. En este
sentido cabe destacar que pacientes con cualquier tipo de alteracion inmunoldgica
pueden verse afectados por la EN. Este es el caso de pacientes sometidos a terapia anti-
rechazo de trasplantes (del Pozo, 2008), con ausencia anatomica o funcional del bazo, o
con otras patologias de base como la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC)
(Feldman y Anderson, 2014). Ademas, la co-infecciobn con otros patdgenos
respiratorios, como el virus influenza, puede agravar el proceso infeccioso
(Diavatopoulos et al., 2010).

En funcidn del grado de diseminacion de la bacteria, la EN se puede agrupar en: EN
no invasiva (ENNI) y EN invasiva (ENI). La ENNI se produce principalmente por
afectacion del tracto respiratorio y zonas periféricas dando lugar a sinusitis, otitis media
aguda y neumonia. Otra forma de ENNI son las exacerbaciones agudas de la EPOC
(EA-EPQOC). Estas se deben a la colonizacion bacteriana de las vias respiratorias bajas,
hecho que se asocia con una elevacion significativa de marcadores inflamatorios, lo cual
agrava la patologia inflamatoria subyacente de la enfermedad (Cacho, 2007). La ENI se
caracteriza por la presencia de S. pneumoniae en fluidos y tejidos corporales profundos
que normalmente son estériles. Entre otras enfermedades incluye la sepsis y la
meningitis. La neumonia se considera invasiva cuando neumococo llega a sangre tras su
paso por el pulmon, denomindndose entonces neumonia bacteriémica.

Algunas cepas de S. pneumoniae raramente producen infeccion, mientras que otras se
asocian frecuentemente a ENI (Blomberg et al., 2009). Los aislados de S. pneumoniae
se clasifican genotipicamente en secuencitipos (ST) mediante el sistema de tipificacion
por secuenciacion multilocus (MLST: Multilocus Sequence Typing) (Maiden et al.,
1998). EI MLST implica la secuenciacion de fragmentos de 7 genes del metabolismo
central. A cada alelo de cada gen se le asigna un namero por lo que un ST se determina
por la combinacién de 7 cifras. Aquellos ST que difieren en un Unico alelo se asocian en
complejos clonales (CC). En este sentido se han descrito muchos trabajos que
correlacionan la ENI con unos clones MLST determinados. Sin embargo, no se ha
descrito hasta la fecha un método que permita asociar genéricamente un aspecto comun,
como pueda ser la presencia de un gen, de todas las cepas a un tipo de EN (Domenech
et al., 2014; Manso et al., 2014).
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1.3. Factores de virulencia de S. pneumoniae

La capacidad de neumococo de causar infecciones en humanos estd en parte
relacionada con el genotipo de la bacteria, que determina la presencia o ausencia de
genes de virulencia, la variacion en la secuencia de éstos o la expresion de los mismos.
Los factores de virulencia mas importantes codificados por estos genes se describen a

continuacion.

1.3.1. Cépsula polisacaridica

La enorme mayoria de aislados clinicos de S. pneumoniae esta rodeada por una
capsula polisacaridica (o polisacarido capsular; CPS: capsular polysaccharide)
constituida por unidades repetitivas de azlcares (Kamerling, 2000). Su diversidad
permite clasificar a S. pneumoniae en 96 serotipos segin su composicion y reactividad
serologica (Park et al., 2015). Su capacidad antigénica es la base de las actuales vacunas
(Macleod et al., 1945), ya que los anticuerpos anti-capsulares son los que confieren
principalmente proteccion frente a la EN (Austrian, 1981).

Este elemento constituye el principal factor de virulencia de neumococo, ya que
confiere al microorganismo la capacidad de evadir la fagocitosis mediada - o no - por el
sistema del complemento (Hyams et al., 2010; Hyams et al., 2013). Ademas, cada tipo
de capsula confiere a neumococo unas propiedades que afectan a la interaccion con el
hospedador. De este modo, las cepas de los serotipos 3, 6B y 19F son mas virulentas en
pacientes adultos, mientras que las de los serotipos 1, 4, 5, 6A, 6B, 9V, 14, 18C, 19A,
19F y 23F afectan principalmente a nifios (Henriques et al., 2000). Por otro lado, los
serotipos 19A y 19F y el serogrupo 6 tienden a formar biopeliculas con mayor facilidad
que el serotipo 24F y el serogrupo 18 (Domenech et al., 2013). La cantidad de CPS
sintetizado por neumococo varia ademas con las condiciones ambientales (Ogunniyi et
al., 2002) lo que probablemente afecta al grado de exposicion de las proteinas de
superficie al exterior, repercutiendo de este modo en la patogénesis de neumococo (Kim
y Weiser, 1998).

1.3.2. Proteinas de superficie

S. pneumoniae presenta una serie de proteinas de superficie (SP: surface protein),
que participan de manera relevante en la interaccién patdgeno-hospedador. La

localizacion de las SPs no solo hace que estas intervengan en diferentes estadios de la
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patogénesis, sino que también estimulan la sintesis de anticuerpos. Por estas dos
razones, las SPs se han propuesto como candidatas en el disefio de nuevas vacunas con
antigenos proteicos frente a la EN.

Algunas de las SPs son factores de virulencia que potencian la capacidad de adhesion
de la bacteria al hospedador, como ocurre con las adhesinas. Las adhesinas presentan
tipicamente una arquitectura constituida por tres secciones: un anclaje a la pared celular,
un tallo y una regién distal que es muy variable y puede presentar diferentes
combinaciones de distintos o el mismo dominio (Figura 1) (Szczesny y Lupas, 2008). El
namero de repeticiones del mismo dominio en algunas de estas proteinas puede variar
de aislado a aislado, afectando a su comportamiento patogénico como es el caso de la
proteina M de Streptococcus pyogenes y la familia de proteinas Rib/Alpha de
Streptococcus agalactiae, las cuales promueven la union e internalizacion en células del
hospedador (Dombek et al., 1999; Baron et al., 2004). El nimero de repeticiones
modifica la afinidad por la molécula diana y el caracter inmunogénico de la proteina
(Gravekamp et al., 1997), por lo que el nimero final de repeticiones es el resultado de
un equilibrio entre la funcion y la capacidad para evadir al SI.

NH2 Tallo - COOH

n

Figura 1. Modelo esquematico de la estructura de una adhesina. En azul el extremo distal, en naranja el
tallo y en gris el dominio de anclaje a la pared. n: nimero de repeticiones.

Las SPs de neumococo pueden clasificarse segun el tipo de anclaje a la pared celular
e incluyen a las proteinas de unién a colina (CBPs: choline binding proteis), las
lipoproteinas, las proteinas LPXTG, las proteinas de la familia triada de polihistidinas
(Pht: polyhistidine triad) y las proteinas de superficie no clasicas (Figura 2). Las

proteinas de superficie mas destacadas de cada grupo se describen a continuacion.
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Figura 2. Modelo esquematico de la localizacion de las proteinas de superficie de S. pneumoniae. CBP:

proteina de unidn a colina; LPXTG: proteina LPXTG; Familia Pht: proteina de la familia triada de
polihistidinas; No clasica: proteina de superficie no clasica; PCho: residuo de fosforilcolina.

Proteinas de union a colina

S. pneumoniae posee fosforilcolina (PCho: phosphorylcholine) en su pared celular.
Las CBPs se caracterizan por presentar secuencias repetidas de unos 20 aminoacidos
denominadas modulos de union a colina. La sucesion en tdndem de entre 2 y 12
mddulos forman el dominio de union a colina (Figura 3A) gracias al cual la bacteria es
capaz de unirse a la PCho. S. pneumoniae posee entre 10 y 15 CBPs, dependiendo de la
cepa de neumococo. A continuacion se describen algunas de las CBPs mas destacadas y
su papel en virulencia.

La LytA es una autolisina con actividad amidasa que hidroliza el péptidoglicano
(Lopez y Garcia, 2004), siendo la principal responsable de la autolisis celular. Durante
este proceso se libera la citotoxina neumolisina, asi como otros productos derivados de
la degradacion de la pared celular, que producen una inflamacién importante dafiando
las barreras epiteliales y endoteliales. Esto permite a neumococo acceder al torrente
circulatorio y diseminarse por el cuerpo humano (Berry y Paton, 2000). LytA tiene
efectos pleiotropicos en la activacion del sistema del complemento, ya que por una parte
previene la unién de C1q y de la proteina C reactiva (CRP: C-reactive protein) sobre la
superficie bacteriana reduciendo la activacion de la via clasica del complemento,

ademas recluta la proteina de unién al factor C4b del complemento (C4BP: C4b-binding
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protein) C4BP vy factor H (FH) que inhiben la cascada del complemento y escinde los
componentes C3b y iC3b. Se ha demostrado, ademas, que estos efectos potencian la
virulencia de neumococo en el establecimiento de la neumonia neumocdcica y de la
ENI (Ramos-Sevillano et al., 2015).

La LytB presenta actividad amidasa y juega un papel esencial en la separacion de las
células hijas, como sugieren los mutantes en LytB, que dan lugar a largas cadenas
(Garcia et al., 1999a, b; Lopez et al., 2000). Mas alla del papel en patogénesis causado
por el encadenamiento (Dalia y Weiser, 2011), un trabajo ha demostrado la contribucién
directa de LytB en virulencia mediando la adhesion a células de nasofaringe humana
durante el proceso de colonizacion nasofaringea, la evasion de la fagocitosis mediada
por el sistema del complemento y el establecimiento de sepsis y neumonia en modelos
murinos (Ramos-Sevillano et al., 2011).

La LytC es una lisozima implicada en el fratricidio celular (Claverys y Havarstein,
2007). Este fendbmeno contribuye a la virulencia, ya que agrava la infeccion debido a la
liberacion de factores de virulencia y mediadores inflamatorios. EI ADN liberado por la
lisis bacteriana es adquirido por las células competentes, lo que da lugar a un
incremento en la transferencia de genes y, potencialmente, al aumento de la resistencia
antibiotica (Johnsborg et al., 2009). LytC actla, junto con LytB, contribuyendo al
establecimiento de neumonia y sepsis neumococica en modelos animales (Ramos-
Sevillano et al., 2011).

La Pce es una esterasa que se encarga de modular la distribucion de PCho de los
acido teicoicos en la superficie bacteriana (Gosink et al., 2000) regulando
indirectamente la unién de CRP a PCho y de esta manera la activacion del SI del
hospedador. Por otro lado, los residuos de PCho presentes en la superficie bacteriana
permiten la unién al receptor celular del factor activador de plaquetas (PAFR: platelet-
activating factor receptor), lo que promueve la diseminacion a través del epitelio
respiratorio por parte de S. pneumoniae (Cundell et al., 1995). Ademas, se ha
demostrado que esta proteina favorece el proceso invasivo de neumococo a través de la
matriz extracelular mediante su interaccion con plasminogeno/plasmina (Attali et al.,
2008).

La PspC es una adhesina que media la union del patégeno con el receptor polimérico
de inmunoglobulinas (pIgR: polymeric immunoglobulin receptor) expresado en células
del epitelio respiratorio humano, lo que permite la colonizacion, asi como la invasion

via transcitosis a través del epitelio (Zhang et al., 2000). PspC también se une y activa
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celulas del epitelio y del endotelio gracias a la captacion de FH (Quin et al., 2007;
Agarwal y Hammerschmidt, 2009). Ademas, PspC interacciona con vitronectina, una
glicoproteina de matriz extracelular que se expresa en las vias aéreas del epitelio,
favoreciendo la colonizacién de neumococo (Voss et al., 2013). Por otro lado, esta
proteina interfiere en la activacion del complemento por la via clasica y alternativa
reclutando en su superficie C4BP y FH, respectivamente (Dieudonne-Vatran et al.,
2009; Hyams et al., 2013). De este modo neumococo previene el depdsito de las
opsoninas C3b e iC3b, dando lugar a una fagocitosis incompleta.

La PspA interfiere en la activacion de la via clasica del complemento impidiendo la
union de la CRP a la PCho situada en la superficie de neumococo (Suresh et al., 2006;
Mukerji et al., 2012). Ademas, permite evadir la actividad de la via alternativa del
complemento mediada por el factor B (Tu et al., 1999; Yuste et al., 2005). Todo esto
implica un efecto inhibitorio de PspA en la fagocitosis de la bacteria (Ren et al., 2012).
Esta proteina interacciona con la lactoferrina humana neutralizando la actividad
bactericida de esta molécula (Shaper et al., 2004).

La PcpA media la adhesion de neumococo a células del epitelio de la nasofaringe y
de pulmon, siendo este efecto inhibido por anticuerpos humanos anti-PcpA (Khan et al.,
2012).

Lipoproteinas

Las lipoproteinas son sintetizadas como precursores, de tal manera, que presentan
tres elementos: un péptido sefal en el extremo N-terminal que dirige la secrecion de la
prolipoproteina, la lipobox que permite el anclaje a la membrana bacteriana y el
dominio de funcion (Figura 3B). El genoma de S. pneumoniae contiene
aproximadamente 40 genes que codifican lipoproteinas (Tettelin et al., 2001; Bergmann
y Hammerschmidt, 2006), incluyendo transportadores ABC implicados en la captacion
de oligoelementos importantes o la expulsién de antimicrobianos. Algunos de los méas
importantes se explican a continuacion.

La PsaA actla como transportador de manganeso necesario para la supervivencia en
zonas del hospedador donde las concentraciones de este elemento sean bajas (Honsa et
al., 2013), agente protector frente al estrés oxidativo (Tseng et al., 2002) y la adhesién a
células del epitelio respiratorio (Novak et al., 1998). Concretamente, PsaA es una
proteina que favorece la adhesion del patégeno a las células del epitelio nasofaringeo

mediante la interaccion con E-cadherina (Anderton et al., 2007).
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PiuA y PiaA son transportadores de hierro relevantes en los procesos de neumonia y
sepsis (Brown et al., 2001; Brown et al., 2002a).

La PotD forma parte de un transportador ABC de poliaminas, un nutriente esencial
para neumococo durante la infeccion en modelos murinos (Ware et al., 2006).

AdcA y AdcAll son transportadores de zinc también implicados en virulencia
(Dintilhac et al., 1997; Bayle et al., 2011).

Proteinas LPXTG

Las proteinas LPXTG se unen covalentemente a la treonina que forma parte del
péptido de pentaglicina del peptidoglicano de la pared de neumococo gracias a una
sortasa-A que reconoce el grupo carboxilo terminal de la secuencia de aminoacidos
LPXTG (Schneewind et al., 1995) (Figura 3C). Los genomas de neumococo contienen
al menos 18 proteinas de este tipo (Pérez-Dorado et al., 2012). Las mas destacadas se
describen en los siguientes parrafos.

La NanA es una neuraminidasa que escinde residuos de acido sialico presentes en
glucoproteinas, glucolipidos, mucinas y oligosacaridos del hospedador, de manera que
en el epitelio quedan expuestos receptores que permiten la adhesion de neumococo al
mismo (King et al., 2006).

PrtA es una serin-proteasa con importante actividad en virulencia estudiada en
modelos animales (Bethe et al., 2001), entre otras razones por su capacidad de unirse a
coladgeno IV (Frolet et al., 2010). Paradojicamente, estd implicada en la muerte de S.
pneumoniae mediada por lactoferrina (Mirza et al., 2011).

La Hly es una hialorunidasa que degrada el acido hialuronico que forma parte del
tejido conectivo y de la matriz extracelular (Rapport et al., 1951), lo cual favorece la
colonizacion y la diseminacion de la bacteria (Feldman et al., 2007). Ademas, esta
actividad potencia la inflamacion pulmonar, ya que los productos de degradacion del
acido hialuronico estimulan la produccion de citoquinas por macrofagos (McKee et al.,
1996), lo que incrementa el reclutamiento celular y la inflamacién.

Se han descrito dos tipos de pili en neumococo (PI-1y PI-2) codificados por distintas
islas de patogenicidad (Bagnoli et al., 2008). Todos ellos estan constituidos por
proteinas RrgB que configuran el esqueleto de la estructura, dos o tres clusters de RrgA
que constituyen la subunidad mayor y moléculas RrgC que anclan la proteina

(Hilleringmann et al., 2009). La subunidad RrgA media la adhesion de neumococo a
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celulas del epitelio respiratorio y la matriz extracelular via colageno, fibronectina y
laminina (Nelson et al., 2007a; Hilleringmann et al., 2008).

Al grupo de metaloproteinasas de Zn pertenecen 4 enzimas. La ZmpA (proteasa
IgAl) se adhiere a la fraccion constante de los anticuerpos anti-capsulares IgAl de
mucosas atenuando la funcién protectora de los mismos (Janoff et al., 2014), por lo que
estd implicada en el proceso de colonizacidn e infeccion neumococica. La ZmpB parece
tener funcion de adhesina interaccionando con el colageno IV (Brittan et al., 2012) e
interfiere en la adhesion de neutrofilos al endotelio vascular (Surewaard et al., 2013).

Proteinas de la familia Pht

Esta familia recientemente descubierta consta de 4 miembros: PhtA, PhtB, PhtD y
PhtE. Todos ellos comparten una amplia secuencia de péptidos y contienen 5 (PhtA,
PhtB, PhtD) o seis (PhtE) motivos caracteristicos de triadas de histidina (HxxHxH)
(Adamou et al., 2001). Aunque presentan una secuencia sefial de tipo Il para su
secrecion (Figura 3D), no esta claro el mecanismo de liberacion al medio. Se ha
mostrado que las proteinas de la familia Pht son necesarias para inhibir el deposito de
complemento en la superficie de neumococo mediante el reclutamiento de FH
(Ogunniyi et al., 2009). La pérdida de las 4 proteinas en neumococo produce una
marcada de reduccion en adherencia a células de nasofaringe y del epitelio pulmonar
(Kallio et al., 2014). Las proteinas de la familia Pht desempefian un papel en el

mantenimiento de la homeostasis del zinc (Rioux et al., 2011).
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Figura 3. Estructuras genéricas de las proteinas de superficie. A: Proteina de union a colina. B:
Lipoproteina. C: Proteina LPxTG. D: Proteina de la familia Pht. Se muestra el dominio de anclaje (azul) y
el dominio catalitico (verde).

Proteinas de superficie no clasicas

Algunas SPs no poseen péptido sefial o motivos de anclaje reconocibles. Estas son
proteinas que pueden intervenir como enzimas en vias metabdlicas troncales en el
citoplasma y que en una fraccion se sitian mediante un mecanismo desconocido en la
superficie jugando un papel funcional adicional relacionado con la interaccion con el
hospedador. Entre ellas destacan la o-enolasa y la gliceraldheido-3-fosfato-
deshidrogenasa, enzimas glucoliticas que se unen a plasmindgeno potenciando la
capacidad de neumococo para degradar la matriz extracelular e invadir los tejidos en el

hospedador (Bergmann et al., 2013).

1.3.3. Neumolisina

Es una toxina que se une al colesterol de las membranas del hospedador (Walker et
al., 1987). La localizacion de varios monomeros en la superficie de la célula diana
(Gilbert et al., 1999) da lugar a la formacion de un poro que altera la integridad celular
(Tilley et al., 2005), favorece la invasion y la ruptura de barreras promoviendo la
diseminacidn de neumococo (Witzenrath et al., 2006; Marriott et al., 2008). Los efectos

proinflamatorios de neumolisina incluyen la estimulacién de la produccién de TNF,
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IL-1, IL-8 e IL-6 en células dendriticas, macrdfagos, células epiteliales y células
endoteliales (Braun et al., 1999; Ratner et al., 2006; McNeela et al., 2010; Luttge et al.,
2012; Neill et al., 2014), lo que potencia la patogenesis y diseminacion de la bacteria.
Ademas, la neumolisina activa la via clasica del complemento (Paton et al., 1984),
mecanismo por el cual neumococo disminuye las reservas de complemento. Esta
proteina inhibe indirectamente la migracion de neutrofilos, interfiriendo con la

activacion del complemento (Surewaard et al., 2013).

1.4. Mecanismos de defensa del hospedador

El ser humano posee diversos mecanismos mediados principalmente por el Sl para
evitar la infeccion por S. pneumoniae. La respuesta inmunitaria (RI) ante la presencia de
un patogeno consiste en dos fases. Una inicial e inespecifica, denominada RI innata
(RIN), y una segunda conocida como RI adquirida (RIA). Los fundamentos de la
vacunacion se basan en dos rasgos fundamentales de la RIA: la especificidad y la
memoria. Tanto la RII, como la RIA estan constituidas por elementos de la respuesta

humoral y celular.

1.4.1. Respuesta humoral

Es el principal mecanismo de defensa frente a microorganismos extracelulares y sus
toxinas, y su actividad esta mediada principalmente por el sistema del complemento y
los anticuerpos.

El sistema del complemento esta constituido por proteinas presentes en la circulacion
sanguinea, los fluidos corporales y los tejidos que ejercen su accion en cascada tras
reconocer al microorganismo invasor. Cada uno de los componentes (Cx) de esta
cascada proteolitica es activado mediante hidrdlisis en dos fragmentos designados con
los sufijos “a” y “b”, por ejemplo, C3 es escindido en C3a y C3b. Existen tres tipos
diferentes de cascadas, segun el modo de activacion del complemento, denominadas:
via clasica, via alternativa y via de las lectinas. Sin embargo, todas convergen en la
molécula C3, que es el componente clave del sistema del complemento. En la infeccion
neumocacica el sistema del complemento participa en la opsonizacion de la bacteria por
el componente C3b el cual, al unirse a receptores especificos presentes en las células
fagociticas, facilita una fagocitosis posterior de la bacteria. Concretamente, en la via
clasica del complemento el principal mecanismo de activacion es la unién de la fraccion

constante de las inmunoglobulinas al componente C1 (Celik et al., 2001; Walport,
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2001). Esta via es una de las principales en la RII frente a S. pneumoniae tanto en el
ratbn como en los seres humanos, lo que confirma su importancia en el reconocimiento
del patégeno y en su eliminacién (Brown et al., 2002b; Yuste et al., 2008). Como
reguladores negativos del sistema del complemento se encuentran: C4BP y FH.

Los anticuerpos, también llamados inmunoglobulinas (1g), son moléculas producidas
por los linfocitos B. Estos se encuentran presentes en el suero y liquidos organicos de
mamiferos. Una molécula de anticuerpo esta constituida por cuatro cadenas
polipeptidicas: dos ligeras y dos pesadas, las Gltimas permiten la diferenciacién en
clases y subclases. A su vez cada cadena presenta una fraccion constante (Fc) en el
extremo C-terminal y una variable (Fab) en el extremo N-terminal. Los anticuerpos
contribuyen directa e indirectamente a la opsonizacion del microorganismo, de manera
que permiten la fagocitosis del mismo. Ademas, los anticuerpos pueden unirse a toxinas
y proteinas bacterianas implicadas en invasion bloqueando su actividad. En humanos
existen 5 clases de Ig: 1gG, IgM, IgA, IgD e IgE. La IgG representa el 70-75% del
reservorio total de Ig y se halla distribuida en los espacios intravascular y extravascular.
El hombre presenta las subclases IgG1, 19G2, 1gG3 e 1gG4, mientras que el raton posee
IgG1, 19gG2a, 1gG2b e 1gG3. Las subclases de inmunoglobulinas parecen haber surgido
después de la formacion de las especies, de manera que las subclases en humanos no
son comparables a las de raton (Mestas y Hughes, 2004). La IgA representa el 15-20%
del reservorio de Ig séricas humanas, siendo predominante en las secreciones
seromucosas. Se conocen dos subclases en humanos IgAL e 1gA2, pero en ratones solo
existe una subclase designada como IgA y generalmente se encuentra en forma dimérica
en el suero a diferencia de la humana. La IgM representa alrededor del 10% del
reservorio total de inmunoglobulinas. Tiene estructura pentamérica y baja afinidad. Esta
confinada practicamente al espacio intravascular siendo la predominante en la RII. La
diversidad estructural en las clases y subclases sugiere que las Ig desempefian funciones
secundarias, a parte de su funcion primaria de unirse especificamente al antigeno. En la
respuesta mediada por anticuerpos hay que tener en cuenta tres aspectos: el cambio de
isotipo de Igs (de IgM a IgG o IgA), la maduracién de la afinidad (Igs mas especificos
frente al antigeno) y el desarrollo de células memoria. En los tres casos es fundamental
una respuesta mediada por linfocitos T (Lt), la cual se produce en presencia de

antigenos proteicos.
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1.4.2. Respuesta celular

Cuando una bacteria accede a una localizacion en el hospedador, se desencadena una
serie de interacciones entre elementos del microorganismo y los sensores del
hospedador, lo que en condiciones normales da lugar a una activacion adecuada del S
mediante redes dindmicas que implican tanto a las células del SI, como a sus moléculas
mediadoras comentadas en el apartado anterior (Kumar et al., 2011, 2012).

Los fagocitos son células que expresan una familia de receptores innatos o sensores
que reciben el nombre de receptores de reconocimiento de patrones (PRR: pattern-
recognition receptor) y detectan moléculas caracteristicas de los agentes patdgenos
denominadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP: pathogen-associated
molecular pattern). El reconocimiento de los PAMPs por los PRRs dispara rapidamente
la produccidn de citoquinas inflamatorias y la activacion de la RIA que involucra a los
celulas linfocitarias (Kawai y Akira, 2010).

Los linfocitos B (Lg) expresan en su superficie 1gs como receptores especificos de
antigenos. Tras su activacion y diferenciacion mediada por citoquinas, secretan Igs de
distintas clases.

Los linfocitos T (Ly) se identifican por presentar en su membrana el marcador CD3,
ademas, segun al subgrupo al que pertenezcan expresan el correceptor CD4 o CD8. Los
Lt CD4" se conocen como células colaboradoras, por su parte los Lt CD8" se
denominan celulas citotoxicas. La funcién de los Lg y Lt de memoria es identificar el
antigeno en exposiciones sucesivas, iniciando una respuesta mucho mas rapida que la
que se produjo por primera vez. La memoria inmunoldgica prepara al Sl a futuras
exposiciones naturales y produce un efecto potenciador tras una revacunacién (Paradiso,
2012).

1.5. Patogenesis de la infeccion neumocdcica
1.5.1. Estado de portador

S. pneumoniae se transmite de persona a persona a través de goticulas o aerosoles
(Henriques-Normark y Tuomanen, 2013). La colonizacion asintomatica del tracto
respiratorio superior por neumococo se conoce como estado de portador. Cuando
neumococo entra en la cavidad nasal, las cargas negativas de la capsula protegen a la
bacteria de ser atrapada por el moco, de tal modo que el microorganismo es capaz de

atravesarlo (Nelson et al., 2007b). Este proceso también se ve favorecido por enzimas
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bacterianas que degradan componentes del moco (Xu et al., 2011), con el fin de
disminuir su viscosidad y obtener nutrientes. Una vez que neumococo alcanza el
epitelio nasofaringeo sufre un cambio de fase por el cual la bacteria pasa de presentar un
fenotipo opaco, caracterizado por una capsula gruesa, a presentar un fenotipo
transparente, por el adelgazamiento de la misma, lo que permite a neumococo exponer
proteinas de superficie que le confieren capacidad de adhesion a las células del epitelio
nasofaringeo (Weiser et al., 1994; Kim y Weiser, 1998). Se establece asi un primer
contacto directo entre la bacteria y el hospedador. Esta interaccion, al igual que otras
que se producen durante el proceso infeccioso, permite no solo la invasién por parte de
neumococo, sino también la activacion del Sl del hospedador. Ante la presencia de
neumococo en nasofaringe se inicia una respuesta inflamatoria controlada. En modelos
murinos se ha demostrado que el estado de portador depende del equilibrio entre la
inflamacion mediada por linfocitos Th17 y Ly antiinflamatorios (Zhang et al., 2009), de
manera que neumococo puede ser eliminado de la nasofaringe (Das et al., 2014) o
puede llegar a producir infeccion. La colonizacion de la nasofaringe por neumococo es,
por tanto, una condicidon tipicamente necesaria para el desarrollo de la infeccion
neumococica, en especial para algunos serotipos (Greenberg et al., 2011). La tasa de
colonizacion alcanza su pico mas alto entorno a los 2-3 afios de edad para luego
disminuir hasta un 10% en adultos (Henriques-Normark y Tuomanen, 2013), debido a
la adquisicion progresiva de inmunidad humoral y celular (Cobey y Lipsitch, 2012). La
colonizacion constituye, por tanto, una forma de inmunizacion parcial frente a la EN
(Wilson et al., 2017). Por otra parte, la inmunidad a nivel de mucosas disminuye el

estado de portador nasofaringeo, de manera que se consigue una inmunidad de grupo.

1.5.2. Enfermedad neumocécica

S. pneumoniae puede diseminarse desde la nasofaringe, por proximidad, a las fosas
nasales y el oido medio. Para ello degrada el moco escindiendo residuos de acido sialico
mediante la neuraminidasa NanA (King et al., 2006). A su vez, ZmpA inhibe la
actividad fagocitica mediada por IgA presente en mucosas (Janoff et al., 2014) y la
proteina PsaA, por su parte, interacciona con células del epitelio nasofaringeo
permitiendo la adhesion de la bacteria (Anderton et al., 2007). En regiones mucosas,
como las citadas anteriormente, uno de los principales mecanismos de neumococo para
el desarrollo de la infeccion es la formacion de biopeliculas. Teniendo en cuenta que el

primer estadio en este proceso es la adhesion, es l6gico pensar que las proteinas de
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superficie estan implicadas en las fases iniciales como se ha descrito previamente
(Sanchez et al., 2010). Ademas, se ha demostrado que los diferentes tipos capsulares de
neumococo también influyen de distinto modo en la capacidad de dicha bacteria para
formar biopeliculas (Domenech et al., 2013). La formacion del biopelicula permite a la
bacteria persistir de manera crénica en una localizacion a pesar de los cambios
nutricionales o ambientales que se produzcan en el entorno y protegerse del SI del
hospedador y de la actividad de los antibiéticos (Fux et al., 2005).

La bacteria puede descender desde la nasofaringe al pulmén mediante aspiracion de
secreciones respiratorias (Collins et al., 2014). En el pulmén, neumococo continua
interaccionando con elementos de la matriz extracelular como el colageno, mediante
PrtA (Frolet et al., 2010) y pilus tipo 11 (Hilleringmann et al., 2008), lo que favorece la
adhesion al epitelio pulmonar. Al mismo tiempo, el reconocimiento de PAMPs
presentes en neumococo por PRRs presentes en fagocitos y células epiteliales de la
zona, inicia una respuesta encaminada a eliminar la bacteria del pulmon. A este proceso
hay que afiadir el efecto bactericida de la lactoferrina (Arnold et al., 1980) presente en
mucosas (Jeffery, 1987). Sin embargo, la actividad de esta glicoproteina se puede ver
inhibida, ya que neumococo gracias a PspA es capaz de secuestrarla (Shaper et al.,
2004). Los macrofagos alveolares fagocitan a neumococo gracias a la opsonizacion del
mismo con anticuerpos y C3b, accion minimizada por LytA que evita el deposito de
Clg y CRP sobre la bacteria (Ramos-Sevillano et al., 2015). Ademas, estas células
inician la sintesis de citoquinas proinflamatorias (Sharif et al., 2013) que reclutan
neutrofilos procedentes de capilares y estimulan Ly que permiten la produccion de
inmunoglobulinas especificas en suero y secreciones. Todo ello con el fin de erradicar la
infeccidn. En zonas fisiologicamente alteradas como son los pulmones de un paciente
con EPOC, neumococo puede persistir durante largos periodos de tiempo provocando
periédicamente EA-EPOC, sin embargo, los mecanismos por lo que esto ocurre no se
han dilucidado todavia.

Si el SI no es capaz de controlar la infeccion localmente, neumococo puede atravesar
los tejidos hasta alcanzar el torrente circulatorio. Para ello se une a receptores celulares
como plgR y PAFR, a traves de PspC (Zhang et al., 2000) y de residuos de PCho
(Cundell et al., 1995), respectivamente, lo que permite a neumococo internalizarse en
células pulmonares y llegar a sangre. A este proceso de invasion coopera la neumolisina
que mediante su actividad citotoxica altera la integridad de las barreras celulares

(Marriott et al., 2008). El paso al torrente circulatorio expone a heumococo a elevadas
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concentraciones de elementos de la inmunidad humoral y celular, por lo que la bacteria
cambia de nuevo su fenotipo (engrosando su cépsula) (Kim y Weiser, 1998) para evitar
ser fagocitada (Hyams et al., 2010; Hyams et al., 2013). En este sentido cabe destacar
también la actividad pleiotrdpica de LytA, puesto que inhibe la via clasica y alternativa
del complemento reclutando C4BP y FH (Ramos-Sevillano et al., 2015). La RI frente a
la cépsula, las proteinas de superficie y la neumolisina modulan la respuesta
inflamatoria del hospedador en la bacteriemia neumocdcica. Sin el tratamiento
adecuado, esta respuesta extrema del hospedador puede conducir a un fallo
multiorganico. En el caso de que neumococo consiga atravesar ademas la barrera
hematoencefalica, en liquido cefalorraquideo genera una respuesta proinflamatoria
profunda que degenera en la apoptosis de células neuronales, lo que contribuye de

manera importante a la muerte del paciente.

2. MEDIDAS PROFILACTICAS FRENTE A LA INFECCION
NEUMOCOCICA

2.1. Vacunologia clésica y reversa

Las vacunas son uno de los hallazgos médicos mas exitosos en la historia de la
humanidad y se estima que previenen méas de 2.5 millones de muertes cada afio (WHO,
2013). El fundamento de las vacunas consiste en inducir una RI, mediante la
introduccién de una formulacion inocua en el organismo del hospedador, que proteja
frente a futuras infecciones. Como consecuencia, no solo se previene la infeccion del
individuo inmunizado, sino que ademas disminuye la difusion del patdgeno al resto de
individuos de la sociedad por un efecto denominado “inmunidad de grupo™.

Mucho ha evolucionado la metodologia de producir vacunas desde sus inicios
(Fenner, 1988). Especialmente, desde que a finales del siglo XX, se incluyera la
tecnologia del ADN recombinante y la secuenciacion genémica completa en el campo
de la vacunacion. Esto cambié completamente el modo de disefiar vacunas. Las
tecnologias basadas en el conocimiento de genomas completos de microorganismos
patdgenos dio lugar a lo que se conoce como vacunologia reversa (VR), frente a la
vacunologia clasica basada en ensayos de tipo prueba y error desde el patdgeno original
(Pasteur, 1880). La VR se basa en el uso de la informacién genémica de un
microorganismo para identificar potenciales dianas antigénicas que no han podido ser

identificadas con las técnicas clasicas (Rappuoli, 2001). Esta metodologia se lleva a
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cabo mediante ensayos que no requieren del crecimiento del microorganismo. EIl primer
paso en la VR es la obtencidén de informacion acerca de los antigenos proteicos de la
bacteria mediante tecnologias OMICAs, como la pangenOMICA o la antigenOMICA, y
la genémica funcional que incluye la mutagénesis dirigida, la expresion in vivo y los
microarrays de ADN (Capecchi et al., 2004). Posteriormente, se lleva a cabo un
abordaje computacional a partir de secuencias que permite predecir rasgos
caracteristicos de las proteinas como su localizacién celular y su arquitectura de
dominios para poder inferir la funcién de dichas proteinas (Kall et al., 2004; Punta et
al., 2012). Ademas, las herramientas bioinformaticas pueden simular la Rl en el ser
humano frente a un microorganismo, analizando caracteristicas del antigeno como su
hidrofobicidad y su antigenicidad (Kolaskar y Tongaonkar, 1990; Yao et al., 2012).

En el caso de neumococo, los anélisis genomicos y predicciones bioinformaticas han
descrito que de los méas de 2000 genes que presenta esta bacteria, 69 codifican proteinas
de superficie en la cepa TIGR4 (Tettelin et al., 2001). Algunas de estas son proteinas
“hipotéticas” (se desconoce su funcion), aunque por su localizacion se intuye que
podrian estar implicadas en la virulencia de la bacteria. Teniendo esto en cuenta, es
previsible que algunas de ellas no se expresen en condiciones in vitro, donde su funcion
no seria requerida, de la misma manera que en condiciones in vivo. ES en estos casos es
imprescindible la aplicacion de la VR para su estudio. Si bien es cierto que esta
metodologia se estd aplicando en el desarrollo de Mycobacterium tuberculosis con
prometedores resultados (Monterrubio-L6pez et al., 2015), el gran potencial que posee
la VR queda reflejado en la recientemente comercializada vacuna frente a Neisseria
meningitidis del serogrupo B que ha supuesto todo un avance en el desarrollo de nuevas
vacunas (Seib et al., 2012).

2.2. Vacunas actuales frente a S. pneumoniae: polisacaridica y conjugadas

La alta tasa de morbilidad y mortalidad asociada a la EN junto con el incremento de
cepas de neumococo que presentan resistencia a antibidticos hacen atractiva la
profilaxis mediante vacunas frente a este microorganismo (Feldman y Anderson, 2016).
Actualmente se encuentran disponibles en el mercado dos tipos de vacunas para
prevenir las ENs: la vacuna polisacaridica (PPV: pneumococcal polysaccharide
vaccine) y las vacunas polisacaridicas conjugadas (PCV: pneumococcal conjugate

vaccine).
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La primera PPV aprobada fue la vacuna 23-valente (PPV23) que se comercializo en
el afio 1983 y estaba constituida por 23 polisacéridos capsulares. Esta vacuna contenia
25 g de cada uno de los siguientes polisacéridos: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, 8, 9N, 9V, 10A,
11A, 12F, 14, 15B, 17F, 18C, 19F, 19A, 20, 22F, 23F y 33F. La seleccion de estos 23
polisacaridos se debe a que en la época de su comercializacion, estos serotipos causaban
el 87% de las bacteriemias neumocoécicas (Hilleman et al., 1981; Robbins et al., 1983).
En estudios posteriores se observo que mas del 80% de los adultos sanos que recibieron
la PPVV23 desarrollaron Igs frente a los serotipos incluidos en la vacuna a las dos o tres
semanas y que los niveles de Igs generados por esta vacuna permanecian elevados por
un maximo de 5 afios (CDC, 2010). Aunque en términos generales se ha demostrado
que PPV23 protege frente a la ENI en adultos sanos (Shapiro, 1991), se debate la
efectividad de esta vacuna en la prevencion de ENNI (Ortqvist, 1998). Ademas, la
PPV23 estimula los Lg, pero no produce respuesta dependiente de Ly, por lo que la
respuesta a la mayoria de los serotipos es generalmente muy pobre en nifios menores de
dos afios (Overturf, 2000). Esto se debe a que la respuesta inmunogénica frente a
polisacaridos en este grupo de edad no esta desarrollada, por lo que esta vacuna no esta
indicada en poblacion pediatrica. Por otra parte, en pacientes vacunados con PPV23 se
determiné que aquellos > 65 afos generaban una cantidad de Igs anti-capsulares
similares a la producida por adultos < 45 afios, sin embargo, las Igs producidas en el
primer caso eran menos funcionales, ya que presentaban baja capacidad de opsonizacion
y escasa efectividad (Schenkein et al., 2008). La vacunacion con PPV23 tampoco
redujo el estado de portador (Overturf, 2000).

El otro grupo de vacunas que se ha comercializado con el fin de subsanar las
limitaciones que presenta la PPV23 es el de las PCVs. Este tipo de vacunas incluyen
polisacaridos capsulares purificados de distintos serotipos de S. pneumoniae conjugados
covalentemente con un toxoide (variantes no tdéxicas de toxinas como la diftérica,
conocida como CRM197, o la proteina D de Haemophilus influenzae). La conjugacion
de polisacéaridos capsulares con un toxoide, que hace las veces de proteina
transportadora, activa la respuesta dependiente de Lt de anticuerpos, lo que da lugar a
una proteccion mas eficaz y a memoria inmunolégica, por lo que este tipo de vacunas si
estan indicadas en poblacién pediatrica.

En el afio 2000 en EEUU, y en el afio 2001 en Espafia, fue aprobada la primera PCV
indicada en nifios menores de 2 afios y en nifios mayores con riesgo de sufrir ENI

(ACIP, 2000). Esta vacuna Unicamente contenia polisacaridos de los 7 serotipos (PCV7)
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mas prevalentes en paises desarrollados: 4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F y 23F. En un estudio
multicéntrico con nifios < 2 afios que presentaban ENI, se observé un 77% menos de
casos por serotipos incluidos en la PCV7 en 2002 en comparacion con la media del
namero de casos en este grupo entre 1994 y 2000 (Kaplan et al., 2004). Un analisis de
las cohortes de nifios nacidos en los afios 2000 y 2001 mostr6 una reduccién de hasta un
33% de los casos de otitis media en nifios < 2 afios y un 23% menos de casos de
colocacion de sondas de timpanostomia (Poehling et al., 2007). Hay evidencias de que
la PCV7 reduce el estado de portador nasofaringeo de serotipos de neumococo incluidos
en la vacuna (Pelton et al., 2004). Sin embargo, uno de los problemas que surgid tras la
implantacion de la PCV7 fue que serotipos no incluidos en la vacuna comenzaron a
emerger (Pilishvili et al., 2010; Miller et al., 2011). Concretamente el incremento del
serotipo 19A fue el mas notable a nivel mundial, el cual ademas se asocia a una elevada
tasa de resistencias (Dagan, 2009).

El reemplazamiento de serotipos hizo necesario la produccion de nuevas vacunas con
un espectro de proteccion mayor. La PCV 10 valente (PCV10) fue aprobada en 2009 e
incorporaba adicionalmente los serotipos 1, 5, y 7F, mientras que la PCV 13 valente
(PCV13) fue aprobada en 2010 y afiadia ademas los serotipos 3, 6A y 19A. Sin
embargo, la PCV13 ha sido aceptada mas ampliamente. En Espafia esta incluida en el
calendario vacunal pediatrico de todas las comunidades autonomas desde 2016. En
adultos esta aprobado también su uso en la Comunidad Autonoma de Madrid para la
cohorte de 60 afios y en la Comunidad Autonoma de Castilla y Ledn para la cohorte de
65 afos. Esto es debido a que se ha demostrado que dicha vacuna produce una RI
funcional mayor que PPV23 en adultos de entre 60 y 64 afios no vacunados previamente
(Jackson et al., 2013). Al igual que se ha descrito para la PCV7, un aspecto de la
vacunacion con la PCV13 que necesita ser destacado es la posibilidad de infecciones
por reemplazo de serotipos que no estdn presentes en la vacuna y causan EN
(Weinberger et al., 2011; Feikin et al., 2013; Aguinagalde, 2015). En esta linea se
encuentran los datos recogidos por el Laboratorio de Referencia de Neumococos del
Centro Nacional de Microbiologia (CNM) del Instituto de Salud Carlos 111 (ISCIII)
(Figura 4).
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Figura 4. Porcentaje de aislados clinicos invasivos de S. pneumoniae agrupados en funcién de la
distribucion de los distintos serotipos presentes en las vacunas comercializadas recibidos en el
Laboratorio de Referencia de Neumococos (CNM, ISCIII) del afio 1997 al 2015. PCV7: serotipos 4, 6B,
9V, 14, 18C, 19F y 23F; PCV13 ADIC: serotipos 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19A, 19F y 23F;
NO-PCV13: serotipos no incluidos en PCV13. Datos cedidos por la Dra. Asuncion Fenoll.

Ademas, la eficacia de la PCV13 frente al serotipo 3 no queda resuelta. Esto es
debido en parte a que este serotipo libera fragmentos de su cépsula durante su
crecimiento reduciendo la proteccion mediada por los anticuerpos capsulares anti-
serotipo 3 (Choi, 2016). Concretamente, en el ensayo POET se ha visto que la
vacunacion no protege frente a la otitis media producida por el serotipo 3, la explicacion
a este hecho es maltiple: (1) induccién de una memoria inmunitaria incompleta por
parte de la vacuna; (2) falta de accesibilidad de los anticuerpos protectores por el grosor
de la capsula de este serotipo en oido medio; y (3) aparicion de formas acapsulares

durante la formacion de biopelicula (Poolman et al., 2009).

2.3. Potenciales proteinas candidatas a vacunas

Segun lo comentado anteriormente, las principales desventajas de las vacunas
neumocaocicas actuales son:
e El reemplazo de serotipos incluidos en la vacuna por los no incluidos a la hora de
producir no solo infecciones, sino también colonizacion. A este respecto habria que

resaltar la existencia de cepas resistentes a penicilina que han sufrido cambio
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capsular, lo que implicaria una infeccion por cepas méas resistentes a antibidticos

(Wyres et al., 2013).

e La limitada proteccion frente al serotipo 3 incluido en las vacunas, posiblemente
debido a la intransigencia de este serotipo y/o deficiencias de los procedimientos de
conjugacion usados en la produccion de las vacunas (Ginsburg y Alderson, 2011).

e El impacto trivial en serotipos no incluidos en la vacuna que colonizan nasofaringe,
lo que da lugar a una menor inmunidad de grupo (Millar, 2006).

e La exclusion de factores gendmicos distintos de la capsula que pueden modular la
virulencia (Thomas et al., 2011).

e La induccion variable de inmunidad en mucosas y de proteccion frente al desarrollo
de otitis media aguda. Esto es debido a la ausencia de epitopos proteicos de
neumococo que activan la Rl mediada por células Thl y Thl7 (Moffitt y Malley,
2011).

En base a las limitaciones comentadas, los esfuerzos actuales estan encaminados al
desarrollo de una vacuna que sea altamente eficaz y serotipo-independiente, de modo
que proporcione proteccion frente a la infeccion neumocaocica producida por cualquier
aislado clinico. Una estrategia apunta al uso de antigenos proteicos comunes a todos los
serotipos. Una vacuna de este tipo seria beneficiosa, ya que las proteinas son antigenos
T-dependientes y, por lo tanto, conferirian una alta imunogenicidad y memoria
inmunoldgica en nifios. Se evita asi la conjugacién a un toxoide, que encarece la
formulacion final al ser un paso tecnolégicamente costoso. Ademas, las proteinas
pueden ser producidas en grandes cantidades mediante tecnologias de ADN
recombinante a un precio relativamente bajo y su formulacion como vacuna es simple.
Por otra parte, un antigeno proteico altamente eficaz podria también ser usado como
transportador en una vacuna conjugada polisacaridica, de este modo seria necesaria solo
la conjugacion de unos pocos polisacaridos para conseguir aumentar la proteccion. La
vacunacion mediante polisacaridos capsulares y proteinas neumocdcicas podria
presentar, por ello, un caracter sinérgico. Y si ademas, estos antigenos proteicos se
localizan en la superficie bacteriana, existe una alta probabilidad de que sean
reconocidos por anticuerpos de la RIA, generados tras una exposicién previa en la
vacunacion. Por ultimo, si estas proteinas de superficie son factores de virulencia que se
expresan en diferentes fases del proceso infeccioso contribuyendo a la patogénesis de la

bacteria, se podria neutralizar la infeccion en cualquiera de sus estadios. Es, por tanto,
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importante conocer de forma detallada la funcion que desempefia cada una de ellas. De
esta manera se podria entender mejor como se confiere la proteccion. Por eso, los
candidatos a vacunas ideales deben estar presentes en la superficie de la bacteria,
expresarse de manera importante durante todos los estadios de la infeccion y estar
altamente conservados en todos los serotipos (Grandi, 2001).

Hasta la fecha, varias proteinas o fragmentos de éstas han sido evaluados como
componentes unicos o formando parte de combinados vacunales. Las més relevantes se

describen a continuacion.

2.3.1. Neumolisina

Fue la primera proteina de neumococo propuesta como antigeno vacunal cuando se
demostro que la inmunizacion de ratones con la toxina purificada inducia proteccion
frente a infeccion intranasal (IN) por cepas virulentas de neumococo (Paton et al.,
1983). Sin embargo, la neumolisina nativa no es aceptable en humanos por su toxicidad,
por lo que se han introducido mutaciones para eliminar su actividad citotoxica y de
activacion del sistema del complemento. Estos toxoides denominados neumolisoides no
son toxicos, pero si inmunogénicos, protectores y facilmente purificables en
Escherichia coli mediante técnicas de biologia molecular recombinante (Mann et al.,
2014). La neumolisina es una proteina muy conservada en los distintos serotipos de S.
pneumoniae lo cual augura una amplia cobertura de todas las cepas. Sin embargo, los
neumolisoides no proporcionan un grado de proteccion suficiente de manera aislada
frente a los serotipos incluidos en una vacuna, por lo que éstos pueden combinarse con
proteinas de superficie, PspA y PspC, que induzcan la produccion de anticuerpos

opsonizantes aumentando su grado de proteccion (Ogunniyi et al., 2007).

2.3.2. Proteinas de unién a colina

Estas SPs son consideradas como prometedores antigenos vacunales por encontrarse
en la mayoria de los aislados, como es el caso de LytA (Morales et al., 2015) y PspA
(Hollingshead et al., 2006). EI hecho de que algunas de ellas, por ejemplo PspA 'y PspC,
presenten una elevada variabilidad alélica, se contrarresta con el hecho de que la
inmunizacion con estas proteinas da lugar a una reactividad cruzada (Brooks-Walter et
al., 1999; Briles et al., 2000). Por otra parte, los buenos resultados obtenidos en

ensayos de inmunoproteccion con LytB y PcpA en modelos murinos de sepsis y
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neumonia (Glover et al., 2008; Corsini et al.,, 2016), sefialan a las CBPs como

potenciales antigenos vacunales.

2.3.3. Lipoproteinas

De este grupo las que se presentan como candidatas importantes a formar parte de
una vacuna proteica frente a S. pneumoniae son PsaA, PiuA/PiaA y PotD, ya que las
tres se encuentran altamente conservadas en neumococo (Sampson et al., 1997; Ware et
al., 2006). En el caso de PsaA un handicap es encontrarse presente en otras especies
bacterianas (Jado et al., 2001). La proteccion obtenida mediante inmunizacién pasiva
con PiuA/PiaA y PotD en modelos animales confirma la efectividad de los anticuerpos

que generan (Brown et al., 2001; Shah y Swiatlo, 2006).

2.3.4. Proteinas LPXTG

Entre estas proteinas de anclaje a pared destacan NanA y ZmpA como antigenos
vacunales por su implicacion en patogenesis a distintos niveles, lo que justifica su
proteccion en modelos animales de colonizacion (Tong et al., 2005), otitis media (Long
et al., 2004), neumonia (Audouy et al., 2007) y sepsis (Lock et al., 1988). Aungue
también se ha demostrado la eficacia de RrgA en ENI (Moschioni et al., 2012), el bajo
nivel de distribucion de PI-1 en aislados clinicos de neumococo sugiere que esta
proteina solo deberia ser considerada en el desarrollo de una vacuna proteica

multivalente (Nelson et al., 2007a; Hilleringmann et al., 2008).

2.3.5. Familia de proteinas Pht

Analisis genotipicos y fenotipicos muestran que los genes pht y sus correspondientes
productos estan altamente conservados entre serotipos (Hamel et al., 2004) (Rioux et
al., 2011). PhtD es de toda la familia el candidato a vacuna méas prometedor debido a
que presenta una eficacia protectora superior frente a la colonizacion por su alto nivel de
conservacion de secuencia (Rioux et al., 2011; Godfroid et al., 2011), y por su efecto
protector aditivo cuando se administra con polisacaridos capsulares (Denoel et al.,
2011).

Ademas de vacunas constituidas por proteinas aisladas, se ha propuesto la alternativa
de producir vacunas que incluyan la célula completa no capsulada atenuada o inactiva
de neumococo. Este tipo de vacunas inactivadas se ha administrado intranasalmente con

un adyuvante de mucosas obteniéndose la prevencién de la colonizacion nasofaringea
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en ratones Yy la proteccion frente a ENI en ratas (Malley et al., 2001). De igual modo, la
administracion IN o intraperitoneal (IP) de neumococos atenuados proporciond una
proteccion amplia en mucosas y anticuerpos sistémicos en ratones infectados
posteriormente con neumococo (Roche et al., 2007). Este tipo de vacunas contienen un
gran numero de antigenos proteicos expuestos en la superficie, lo que induce una
respuesta de anticuerpos y células T a diferentes antigenos de manera que potencia la
cobertura a distintas cepas. Sin embargo, a pesar de esto, la vacunacion con cepas de S.
pneumoniae atenuadas no necesariamente induce una RI cruzada frente a cepas
heter6logas por razones desconocidas (Chimalapati et al., 2011). Desde el punto de
vista comercial, aunque la vacuna de neumococo completa es barata de producir, tiene
muchas desventajas por su complejidad antigénica y por el reto de la reproducibilidad

exigible para su licencia.

2.4. Nuevas vacunas incluidas en ensayos clinicos

Algunas de las opciones comentadas anteriormente estan incluidas en estudios

preclinicos y clinicos tempranos (Tabla 1) (Feldman y Anderson, 2014).

Tabla 1. Vacunas de nueva generacion.

Vacuna Proteinas incluidas Sertotipos incluidos Fase de ensayo

1,3,4,5,6A, 6B, 7F, 9V, 14,

Conjugada 15 valente CRM197 18C. 19A, 19F, 22F, 23F, 33F 11
Conjugada 8 valente CRM y neumolisina D1 Amplia cobertura 1/11
Conjugada 10 valente + Proteina D, toxoides diftérico y m
difteria y tétanos tetanico, neumolisina D1 y PhtD Amplia cobertura
Basada en 1 proteina PcpA Amplia cobertura |
Basada en 2 proteinas PcpA'y PhtD Amplia cobertura |
Basada en 3 proteinas PcpA, PhtD y neumolisoide Amplia cobertura |
Basada en 1 proteina Neumolisina D1 Amplia cobertura |
Basada en 3 proteinas Proteina D, neumolisoide y PhtD Amplia cobertura |
Basada en 1 proteina PhtD Amplia cobertura 1/11
Bacteria completa atenuada Célula entera Amplia cobertura |
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Objetivos

Considerando que los mecanismos que gobiernan la transicién de S. pneumoniae
entre los estados de comensal y patdgeno son hasta el momento relativamente
desconocidos, y las limitaciones asociadas a las actuales vacunas frente a este
microorganismo, los objetivos experimentales planteados en la presente Tesis Doctoral

son los siguientes:

1. Analizar las caracteristicas genéticas, gendmicas y proteicas esenciales de la
proteina DiiA de S. pneumoniae.

2. Estudiar la relacion entre la variabilidad alélica de DiiA y el perfil
epidemiologico de S. pneumoniae.

3. Justificar la relevancia de DiiA en la enfermedad neumocécica utilizando

modelos murinos y abordajes in vitro.

4. Caracterizar la respuesta inmunogénica inducida por DiiA.

5. Evaluar la capacidad inmunoprotectora de DiiA frente a colonizacién, neumonia

invasiva y sepsis neumocaocicas en modelos murinos.
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Materiales y Métodos

1. CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEQOTIDOS

Las cepas bacterianas, plasmidos y oligonucle6tidos utilizados durante el desarrollo
de esta Tesis Doctoral se detallan en las Tablas 2 a 5.

Tabla 2. Cepas bacterianas de S. pneumoniae utilizadas o generadas en esta Tesis Doctoral.

Cepa Descripcion® Referencia
TIGR4® Serotipo 4 Hyams et al., 2010
TIGR4-R1R2 TIGRA4, con gen diiA invertido; CHL® Esta Tesis
TIGRA-R? TIG§4, delecion en residuos 11-93 en diiA invertido; Esta Tesis

CHL
TIGRA-NR TIG§4, delecion en residuos 11-199 de diiA invertido; Esta Tesis

CHL
TIGR4AdIIA TIGR4, diiA::cat; CHL® Esta Tesis
TIGR4ApspA TIGRA4, pspA::aphllI®; KANR Esta Tesis
TIGR4AdiiApspA  TIGR4, diiA::cat, pspA::aphlll®; CHL®, KANR Esta Tesis
D39 Serotipo 2 Lanie et al., 2007
48 Serotipo 23F Corsini et al., 2016
957 Serotipo 3 Corsini et al., 2016

8CHL, cloranfenicol; KAN, kanamicina; R, resistente.

bCepa ATCC BAA-334, obsequio del Prof. Jeremy S. Brown (University College Medical School, Rayne
Institute, London, United Kingdom).

“ADN obsequio del Dr. Ernesto Garcia (Centro de Investigaciones Bioldgicas, Centro Superior de
Investigaciones Cientificas, Madrid, Espafia).

Tabla 3. Cepas bacterianas no neumocadcicas utilizadas en esta Tesis.

Bacteria Cepa Referencia/Origen

Streptococcus pseudopneumoniae 157493 Shihanas et al., 2001

SK569 Identificador BioSample:

Streptococcus mitis SAMNO00621701

S. pyogenes M49 McSchan et al., 2008
S. agalactiae NEM316 Glasser et al., 2002
Escherichia coli BL21 (DE3) CodonPlus GE Healthcare

E. coli XL1-blue GE Healthcare

Ademas, se estudiaron un total de 560 aislados consecutivos de S. pneumoniae
causantes de ENI y ENNI procedentes de pacientes adultos (71.3% varones y media de
edad 66 * 16) ingresados en el Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona) entre

2009 y 2011. Los aislados invasivos se obtuvieron de sangre (65.2% con foco pulmonar
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confirmado mediante radiologia), mientras que las cepas no invasivas se aislaron de
muestras de esputo adecuadamente recogidas. De estas Ultimas, el 42.5% procedian de
pacientes con EA-EPOC, el resto de pacientes con cuadro de neumonia. En estas cepas
la serotipificacion se llevd a cabo por dot blot, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR: polymerase chain reaction) o mediante reaccion de Quellung en el Laboratorio
de Referencia de Neumococos del CNM del ISCIIlI (Tarrago et al., 2008). Se
determinaron como serotipos mayoritarios aquellos que se encontraron en > 10 aislados
clinicos. La tipificacion molecular se realiz6 mediante electroforesis en gel de campo
pulsado sobre muestras digeridas con Smal en el Hospital Universitario de Bellvitge
(Barcelona). Los modelos de bandas se compararon visualmente para determinar los
genotipos principales descritos. Al menos un aislado de cada genotipo principal se
sometio a MLST. La deteccion del tipo de alelo de DiiA se llevo a cabo mediante PCR
utilizando los oligonucleotidos SP1992F y SP1992R (Tabla 5). Los productos de PCR
de los aislados representativos de los complejos clonales mas abundantes fueron
verificados por secuenciacion completa. Los complejos clonales mayoritarios se

definieron como aquellos que incluian > 10 aislados clinicos.

Tabla 4. Lista de plasmidos utilizados en esta Tesis.

Nombre Descripcion® Referencia/Origen
pJS3 Vector de expresion, CHL® Ballester et al., 1986
pET28 Vector de expresion con tag de histidinas en posicion  Novagen

N-terminal, KANR

PET28-cat Vector de expresion con tag de histidinas en posicion  Esta Tesis
N-terminal, KAN®, CHLR

pET28-cat-diiA-R1R2  Vector de expresion con tag de histidinas en posicion  Esta Tesis
N-terminal, KAN®, CHLF, diiA-R1R2

pET28-cat-diiA-R2 Vector de expresion con tag de histidinas en posicion  Esta Tesis
N-terminal, KAN®, CHLF, diiA-R2

PET28-cat-diiA-NR Vector de expresion con tag de histidinas en posicion  Esta Tesis
N-terminal, KAN®, CHLF, diiA-NR

pUC57-diiA-R2 Vector de expresion, AMPR, diiA-R2 GenScript
pUC57-diiA-NR Vector de expresion, AMPR, diiA-NR GenScript

8AMP, ampicilina, CHL, cloranfenicol; KAN, kanamicina; R, resistente.
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Tabla 5. Oligonucledtidos.

Nombre Secuencia 5°—3°? Localizacién®
CATUP_SI GCGCGTCGACCACCCATTAGTTCAACAAACG 146-166 (5)
CATDOWN_Sc GCGCGAGCTCGAAGGATATGGATCTGGAGCTG 87-108 (3°)
SP1992_U Sl GCGCGTCGACGCATAATCCAAACGAATTCTATC 168-190 (5)
SP1992 D _No GCGCGCGGCCGCCTTCTAACCTCGTTTTCTATCTTC 286-309 (37)
SP1992 UR_Sc GCGCGAGCTCAGATGATTTTTGATACACATAC 310-331 (3”)

sprl806_ExF C
SP1992 DF No
spr1806_ExR _C

GGAAATGGTCAGACCTTCTGG
GCGCGCGGCCGCAGCCAAAACTTTGCGTCCTTTACG
GGCAGCAGGTAAAGTAGCCAAG

3157-3177 (3")
191-214 (5)
3077-3098 (5)

SP1992F GTTATTATTTTATTTTACTATAAAGTTG 1-28 (-)
SP1992R CTATTTTCTACGTCTAGTC 975- 993 (-)
SP1992_8 NIF GCGCCATATGAAAGTTGAAGTAGGTGGAGATGG 22-45 (-)
SP1992_274 BIR GCGCGGATCCCTAACTTGTTGTCTTAGGAGCAGC 802-822 (-)

®Las dianas de restriccion estan marcadas en negrita y subrayadas.
b . secuencia codificante.

2. MEDIOS, CONDICIONES Y CONSERVACION DE CULTIVOS

Las cepas de S. pneumoniae se cultivaron a 37°C en medio Todd-Hewitt (Oxoid) con
extracto de levadura al 0.5% (Oxoid) (THY: Todd-Hewitt yeast extract) y 10% de suero
bovino fetal (Sigma-Aldrich). El crecimiento de los cultivos se siguid por turbidimetria
(DOssp) con el espectrofotometro Thermo Scientific Genesys 20. Las cepas se
conservaron congeladas a —80°C en el medio empleado al que se afiadi6 glicerol
(Scharlau) a una concentracion final de 10% (v/v). Ademas, estas cepas se cultivaron en
placas comerciales de agar sangre constituidas por Mueller Hinton Agar con 5% de
sangre de oveja (Becton Dickinson) o en placas preparadas manualmente con Mueller
Hinton Agar (Scharlau) suplementado con 5% de sangre de oveja (Thermo Scientific) y
los antibioticos correspondientes (cloranfenicol: 2.5 pg/ml; kanamicina: 250 pg/ml)
(Sigma-Aldrich), en estos casos se incubaron a 37°C con atmésfera al 5% de CO..

Las cepas de E. coli se cultivaron a 37°C en agitacion a 200 rpm en medio Luria-
Bertani (LB) (Sambrook, 1989) con 50 pg/ml de kanamicina (Sigma-Aldrich). El
crecimiento de los cultivos se siguid por turbidimetria (DOggo) con un espectrofotémetro
Thermo Scientific Evolution 201. Se conservaron congeladas a —80°C en el medio
empleado al que se afiadié glicerol a una concentracion final de 25% (v/v). Ademas

estas cepas se cultivaron en placa empleando el medio LB con 1% de agar a 37°C.
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3. REACTIVOS, PRODUCTOS, ANTICUERPOS Y SUERO HUMANO

Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las casas
comerciales Difco, Oxoid, Pronadisa, Scharlau, Sigma-Aldrich, Merck y Becton
Dickinson. La agarosa fue suministrada por Pronadisa. Se emple6 seroalblmina bovina
(BSA: bovine serum albumin) (Sigma-Aldrich) que se prepar6 al 10% (peso/volumen)
en agua a pH 7.5. Los antibioticos, asi como los compuestos HCI, azul brillante de
Coomassie, azul de bromofenol, azul tripan, f-mercaptoetanol, NaCl, DNAsa I, dodecil
sulfato  sddico  (SDS:  sodium  dodecyl  sulphate), EDTA  (acido
etilendiaminotetraacético), fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF: phenilmetilsulfonil
fluoride), glicerol, imidazol, isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), leupeptina,
lisozima, o-fenildiamina (OPD: ortho-phenylenediamine), paraformaldehido (PFA:
para-formaldehide) y SO4(NH,), fueron suministrados por Sigma-Aldrich, Merck y
Bio-Rad. Para los cultivos celulares se empled el medio RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute) con rojo fenol (Invitrogen), glutamina al (Invitrogen) y una
combinacion comercial de penicilina 10000 U/ml con estreptomicina 10000 U/mi
(Invitrogen).

El péptido estimulador de la competencia (CSP: competence stimulator peptide)
CSP-2 (EMRISRIILDFLFLRKK) (Coleman et al., 2011) fue sintetizado por el Servicio
de Quimica de Proteinas del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) del Centro
Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

Los biomoléculas y anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 6 y Tabla 7,

respectivamente.
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Tabla 6. Biomoléculas utilizadas.

Compuesto® Origen Referencia
aLf de leche humana Sigma-Aldrich L0520
BSA Sigma-Aldrich A7030
Clg de pulmén humano Sigma-Aldrich C5983
CnA de tiburén Sigma-Aldrich C4384
CnB de cerdo Sigma-Aldrich C3788
CRP humana Merck 236608
El de pulmén humano Merck 324751
FH humano Merck 341274
Fn de plasma humano Merck 341635
hLf de leche humana Sigma-Aldrich L3770
Lm de raton Sigma-Aldrich L2020
Mc bovina Sigma-Aldrich M3895
PI de plasma humano Sigma-Aldrich P7999

Apolactoferrina, aLf; Colageno, Clg; Condroitin sulfato A, CnA; Condroitin sulfato B, CnB; Proteina C-
reactiva CRP; Elastina, El; factor H, FH; Fibronectina, Fn; Hololactoferrina, hLf; Laminina, Lm; Mucina
de glandula submaxilar, Mc; Plasminégeno, PI.
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Tabla 7. Anticuerpos utilizados.

Nomenclatura Descripcion® Excitacion/Emision ~ Origen

Anti-C3b de humano  Anticuerpo de cabra anti-C3b 495/519 Cappel
humano conjugado con FITC (MP Biomedicals)

Anti-C3b de ratén Anticuerpo de cabra anti-C3b de 495/519 Cappel
ratén conjugado con FITC (MP Biomedicals)

Anti-1gG de ratén Anticuerpo de conejo anti- 495/519 Southern Biotech
IgGtotales de raton conjugado
con FITC

Anti-1gG totales de Anticuerpo de cabra anti- NA Southern Biotech

raton IgGtotales de raton conjugado
con HRP

Anti-lgG1 de raton Anticuerpo de cabra anti-lIgG1 NA Southern Biotech
de ratén conjugado con HRP

Anti-lgG2aderaton  Anticuerpo de cabra anti-lgG2a NA Southern Biotech
de ratén conjugado con HRP

Anti-lgG2b de raton  Anticuerpo de cabra anti-lgG2b NA Southern Biotech
de ratén conjugado con HRP

Anti-1gG3 de raton Anticuerpo de cabra anti-1gG3 NA Southern Biotech
de ratén conjugado con HRP

Anti-1gA de ratén Anticuerpo de cabra anti-IgA de NA Southern Biotech
raton conjugado con HRP

Anti-CD3 de rat6n Anticuerpo de hamster armenio 565/573 Tonbo
anti-CD3 de rat6n conjugado
con PE

Anti-CD4 de rat6n Anticuerpo de rata anti-CD4 de 495/519 Biolegend
ratén conjugado con FITC

Anti-CD8 de ratén Anticuerpo de rata anti-CD8 de 565/573 Tonbo

ratén conjugado con PE

®FITC, isotiocianato de fluoresceina; HRP, Horseredish peroxidase; PE, ficoeritrina; NA, No aplicable.

Las muestras de suero humano fueron obtenidas de sangre procedente de voluntarios
sanos (media: 30 afios £ 6), no vacunados frente a S. pneumoniae y de acuerdo con las

directrices institucionales.

4. TECNICAS DE ADN

4.1. Extraccion de ADN cromosémico

El ADN cromosomico de S. pneumoniae se extrajo mediante DNeasy Blood and
Tissue Kit (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante con algunas

modificaciones. Se sembré una placa de la cepa correspondiente en agar sangre y tras
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18 h de incubacién a 37°C en atmdsfera con 5% de CO; se recogié con un asa estéril la
bacteria crecida. Esta se mezclé con 200 ul de medio Morrison (TrisHCI 50 mM, EDTA
30 mM, Sarkosyl al 0.4% y Triton X-100 al 0.1% a pH 8.0) (Morrison, 1978) y se
incub6 1 h a 37°C. A continuacion, se afiadieron 50 pl de tampon AL y 20 ul de
proteinasa K (Roche) y se incubd durante 2 h a 56°C. Posteriormente, se afiadieron
150 pl de tampén AL y se incubdé 10 min a temperatura ambiente. Entonces, se
afiadieron 250 ul de etanol absoluto (Panreac), se mezcl6é por inversion repetida y se
pasé todo el contenido a una columna que se centrifugd a 5900 x g durante 1 min, de
manera que el ADN quedé retenido en la matriz de la columna. La columna se lavo
primero con 500 pl de Buffer AW1 a 5900 x g durante 1 min y después con 500 ul de
tampon AW2 a 16100 x g durante 4 min. Por ultimo, el ADN se eluy6 con 120 ul de
tampon AE a 5900 x g durante 1 min. La concentracion del ADN extraido se cuantifico
mediante QuantiFluor® dsDNA System (Promega) siguiendo las instrucciones del

fabricante en el aparato Quantus™ Fluorometer (Promega).

4.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Para llevar a cabo una amplificacion de fragmentos de ADN se empled el equipo
GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems) y la ADN polimerasa EconoTaq
PLUS 2X Master Mixes (Lucigen) segun las instrucciones del fabricante. Las
condiciones de la reaccion de amplificacion de los genes a partir de ADN cromosémico
o0 plasmidico fueron las estandar: una fase previa de calentamiento a 94°C durante 12
min, seguida de 30 ciclos de 30 s a 94°C, 45 s a 50°C y 2 min a 72°C durante 2 min vy,

por ultimo, un paso adicional de elongacion a 72°C durante 10 min.

4.3. Electroforesis de ADN en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa (Pronadisa) al 1% en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM,
acido acético 20 mM, EDTA 2 mM a pH 8.1), utilizando el mismo tampdn para el
desarrollo de la electroforesis. Se afiadio 1 puL de tampon de carga de ADN 6x (Thermo
Scientific) a cada 5 pL de muestra. La electroforesis se llevo a cabo a 100 V durante 30
min y, una vez finalizada, el ADN se marco con bromuro de etidio (Sigma) durante 20
min y se visualizé con radiacién ultravioleta a 302 nm. Como marcadores de tamafio
molecular se utilizaron GeneRuler 100 bp y GeneRuler 50 bp DNA (Thermo Fisher
Scientific). Las cepas TIGR4 y D39 se utilizaron como controles del alelo largo (993

pares de bases) y alelo corto (744 pares de bases), respectivamente.
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4.4. Manipulacion del ADN con enzimas de uso comun en biologia molecular

Las endonucleasas de restriccion y la ADN ligasa se obtuvieron de Thermo
Scientific. Las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo las
indicaciones recomendadas por las respectivas casas comerciales. Brevemente, Sall,
Sacl, Notl, Nedl y BamHI se incubaron durante la noche a 37°C en presencia de
fragmentos de ADN amplificados por PCR y plasmidos. Posteriormente, se inactivaron
por calor a 65°C durante 10 min. La ligasa se incub6 con los productos de cada
digestion durante 15 min a 15°C.

4.5. Secuenciacion de ADN

A partir del material genético amplificado por PCR se llevé a cabo la secuenciacion
del mismo utilizando un secuenciador automatico modelo ABI 3730XL (Applied
Biosystems) en el Servicio de Secuenciacion del CNM (ISCIII). Para la reaccion de
secuenciacion se utilizd el BIGDYE 3.0 Kit (Applied Biosystems) siguiendo las

recomendaciones de los proveedores.

5. CONSTRUCCION DE MUTANTES ISOGENICOS EN TIGR4

5.1. Construccion de mutantes en el gen diiA

El cassette Pi.cat, que contiene la region codificante del gen cat (acetiltransferasa de
cloranfenicol) junto a su promotor y terminador, fue amplificado a partir del plasmido
pJS3 utilizando los oligonucledtidos CUTUP_SI y CATDOWN_Sc. El producto de
PCR fue digerido con Sall y Sacl (dianas incluidas en los cebadores) y ligado al
plasmido pET28, cortado con las mismas enzimas, para generar el plasmido pET28-cat.

Los fragmentos de diiA llamados diiA-R2 (con una delecion entre los residuos 11 y
93) y diiA-NR (con una delecién entre los residuos 11 y 129) fueron sintetizados y
clonados en el plasmido pUC57 por GenScript, dando lugar a los plasmidos pUC57-
diiA-R2 y pUC57-diiA-NR.

Las tres versiones de diiA: diiA-R1R2, diiA-R2 y diiA-NR fueron amplificadas a
partir del genoma de la cepa TIGR4, pUC57-diiA-R2 y pUC57-diiA-NR,
respectivamente, usando los cebadores SP1992 U Sly SP1992 D_No. Los productos
de la PCR fueron digeridos con Sall y Notl y ligados al plasmido pET28-cat, el cual
habia sido previamente digerido con las mismas enzimas. De este modo se obtuvieron

los plasmidos pET28-cat derivados que presentan las tres versiones de diiA. Para
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insertar estas versiones de diiA en el cromosoma de TIGR4 se llevd a cabo una
transformacion con ligacién a tres bandas. Primero los amplicones que contenian tanto
una version del gen diiA, como el cassette Py cat fueron obtenidos utilizando los
oligonucleétidos CATDOWN _Sc y SP1992 D _No, y el correspondiente plasmido
pET28-cat derivado como modelo. Estos amplicones fueron digeridos con Scal y Notl,
y ligados a dos fragmentos de PCR que flanquean el gen diiA de TIGR4. Estos
fragmentos flanqueantes fueron amplificados a partir del DNA genémico de TIGR4
utilizando los siguientes pares de oligonucle6tidos: SP1992 UR_Sc/spr1806 ExF Cy
SP1992 DF_No/ spr1806_ExR_C, y digeridos con Scal y Notl, respectivamente.

Los productos de la ligacion fueron insertados en el cromosoma de TIGR4 mediante
recombinacion doble por transformacion de células de TIGR4 como se ha descrito
previamente (Acebo et al., 2012) utilizando el CSP-2. La estructura genética correcta de
las cuatro construcciones fue verificada por PCR y secuenciacion en el Servicio de
Secuenciacion del CNM (ISCIII). Los oligonucleotidos utilizados en este apartado se

describen en la Tabla 4.

5.2. Construccion de mutantes en el gen pspA

Para la construccion de cada mutante se parti6 de un cultivo de la cepa
correspondiente crecido en placa durante 18 h a 37°C con atmosfera al 5% de CO,. De
este cultivo se inocularon entre 3 y 5 colonias en 5 ml de THY a pH 6.8 y el medio se
incubd a 37°C hasta alcanzar una DOssp ~ 0.015. Este proceso se realiz para cada cepa
en tres tubos simultaneamente. Se mezclo el contenido de los 3 tubos y se homogenizé
para posteriormente ser repartido en 10 viales de 1.5 ml. Estos fueron centrifugados a
16100 x g durante 10 min a 4°C. EIl sedimento de 8 viales se resuspedié en 900 ul de
THY a pH 8.0, 100 pl de CaCl; 10 mM, 20 pl de BSA al 10% y 2 pl de CPS-2.
Posteriormente se afiadio a la mezcla 3 ul de ADN donador (pspA::aphlll; CMI:
kanamicina 250 pg/ml) (Moscoso et al. 2006). El sedimento de los 2 viales restantes se
resuspendio en 900 ul de THY a pH 8.0, 100 ul de CaCl; 10 mM, 20 pl de BSA al 10%
y 2 ul de CPS-2, pero no se le afiadi6 ADN donar, actuando asi como control. Las
mezclas se incubaron durante 2 h a 37°C con 5% de CO,. Posteriormente se sembrd
cada cultivo en 2 0 3 placas con y sin antibiético durante 24 h a 37°C al 5% CO,. Las
colonias crecidas Unicamente en las placas con antibidtico se identificaron como los

mutantes buscados.
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Se partio de las cepas TIGR4 y TIGR4AdiiA para obtener, respectivamente, los
mutantes TIGR4ApspA y TIGR4AdiiApspA. La cepa TIGR4ApspA se obtuvo de placas
con 250 ug/ml de kanamicina y la cepa TIGR4AdiiApspA de placas con 2.5 pg/ml de
cloranfenicol y 250 pg/ml de kanamicina.

6. TRANSFORMACION DE CELULAS DE E. COLI

Se clonaron distintas variantes del gen diiA para su induccion heter6loga en E. coli.
Para ello, se amplificaron fragmentos del genoma de TIGR4, de pUC57-diiA-R2 y de
pUC57-diiA-NR utilizando los oligonucle6tidos SP1992 8 N1F y SP1992 274 B1R
(Tabla 5). Todos los fragmentos fueron digeridos con Nhel y BamHI y clonados en el
plasmido pET28 cortado con las mismas enzimas. Los productos de ligacion se
transfirieron mediante transformacion por choque térmico (90 s en bafio a 42°C) a la
cepa competente E. coli XL1-blue (GE Healthcare). Las construcciones se verificaron
por secuenciacion completa. Los plasmidos verificados se transfirieron mediante
transformacion por choque térmico a la cepa competente de E. coli BL21 (DE3) (GE
Healthcare), que es una cepa disefiada para la expresion proteica heter6loga de genes

con perfil de uso de codones distinto a E. coli.

7. TECNICAS DE PROTEINAS

7.1. Produccidn de las variantes recombinantes de la proteina DiiA

Se cultivaron las variantes clonadas en la cepa de E. coli BL21 (DE3) a partir de una
colonia en 50 ml de medio LB con 50 ug/ml de kanamicina durante toda la noche.
Posteriormente, el cultivo se diluyé 1:100 en 3 | del mismo medio. La induccién de los
genes de las variantes de DiiA se llevé a cabo cuando el cultivo alcanzé una DOggo ~ 0.6
mediante la adicion de IPTG 0.5 mM (Sigma-Aldrich) e incubacién posterior durante
3 h. El cultivo final se enfrio en hielo durante 15 min, se centrifug6 a 8500 x g durante
15 min a 4°C vy el sedimento se resuspendié en 15 ml de tampon A (NaCl 500 mM,
Tris-HCI 50 mM a pH 8.0) por cada litro de cultivo inducido y unidad de DOggo. L0OS

lisados se almacenaron a —20°C hasta su utilizacion.

7.2. Purificacion de las variantes recombinantes de la proteina DiiA

Los lisados del apartado 7.1. se descongelaron a temperatura ambiente y se colocaron

en hielo. Posteriormente, se les afiadié 10 pg/ml de DNAsa I, 50 pg/ml de lisozima, 2
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pg/ml de leupeptina y 200 ug/ml de PMSF. Las células de la mezcla se lisaron mediante
sonicacion en hielo con 6 ciclos en el sonicador Vibra-Cell 75043 (Bioblock Scientific).
Cada ciclo constaba de 20 s de sonicacion a una potencia del 20% y un intervalo de 1
min para evitar el sobrecalentamiento de las muestras. Posteriormente, estas muestras se
centrifugaron a 100000 x g durante 1 h a 4°C. Al sobrenadante de la centrifugacion se le
afadio SO4(NH,), (Sigma-Aldrich) hasta alcanzar una saturacion del 40% y se agito
vigorosamente usando un agitador magnético durante 30 min a 4°C. La solucion se
centrifugd a 10000 x g durante 15 min a 4°C. Al sobrenadante se le afiadi6 nuevamente
SO4(NH,), hasta completar una saturacion del 60% vy se repitié el proceso de agitacion y
centrifugacién. El sedimento se resuspendi6 en un volumen final de 50 ml de tampén A
que contenia un 8% de tampo6n B (tampon A méas 500 mM de imidazol). Los agregados
de la muestra se eliminaron por filtracion con una membrana con tamafio de poro de
0.45 pum. La solucion resultante se inyecté en una columna HisTrap HP (GE Healthcare)
mediante el cromatografo AKTAprime plus (GE Healthcare). Las distintas variantes
DiiA se unieron a la matriz de la columna a través de sus colas de histidina. Para
eliminar productos con union inespecifica, la columna se lavo con 5 volimenes de
tampdn A que contenia un 8% de tampon B. Posteriormente, las proteinas unidas se
eluyeron mediante la aplicacion del tampdn A con un gradiente entre 8% y 100% de
tampdn B (entre 40 mM y 500 mM de imidazol). Las fracciones eluidas que contenian
las proteinas de interés se detectaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida y
se concentraron utilizando el dispositivo de filtracién Ultraprerp 10KDa (Millipore)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Las muestras concentradas se diluyeron con
10 volumenes de tampén A HiTrap (Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM a pH 7.0) y se
aplico a una columna de cromatografia ionica HiTrap HP (GE Healthcare). Las
proteinas se eluyeron con el mismo tampon usando un gradiente entre 50 MM y 1 M de
NaCl. Las fracciones que contenian la proteina de interés se concentraron e inyectaron a
una columna de desalado HiTrap HP (GE Healthcare). Las proteinas se eluyeron con
tampdn que contenia NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 20 mM a pH 7.5 y se
concentraron hasta 10-20 mg/ml. Las muestras fueron fraccionadas y almacenadas a
—80°C hasta su utilizacion. La concentracién y pureza de las preparaciones fueron
estimadas por electroforesis en geles de poliacrilamida utilizando geles con gradiente de
4-15% (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Precast Gels) utilizando BSA como proteina

control de concentracion.
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7.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

Para conocer el grado de oligomerizacion de las variantes purificadas de DiiA se
realizaron electroforesis analiticas utilizando geles de poliacrilamida en gradiente de 4 a
15% (Mini-PROTEAN TGX Stain-Free Precast Gels) en condiciones desnaturalizantes
en presencia de SDS (Laemmli, 1970) o en condiciones nativas utilizando diluciones
con tampdn de desalado. Las muestras se hirvieron durante 5 min en presencia de un
tampon constituido por Tris-HCI 62.5 mM a pH 6.8, SDS al 2%, B-mercaptoetanol al
5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0.005%. Las electroforesis se realizaron a
100 V y temperatura ambiente, utilizando un tampdn que contenia Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM y SDS al 0.1%. Las proteinas se tifieron con azul brillante de
Coomassie (Swank y Munkres et al., 1971) durante 15 min. Posteriormente se destifié el
colorante con agua destilada en agitacion durante aproximadamente 18 h. Se obtuvo una
imagen del gel mediante el captador de imagenes ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad)
utilizando el software Quantity One (Bio-Rad). Como marcadores de masa molecular se
emplearon las proteinas: miosina (200 kDa), B-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa B
(97.4 kDa), BSA (66.2 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anhidrasa carbonica (31 kDa) e
inhibidor de tripsina (21.5 kDa) (Bio-Rad).

7.4. Cromatografia de filtracion en gel

Las muestras con 1 mg de proteina se separaron por tamafio mediante aplicacion a
una columna Superdex 200 10/300 GL (Sigma-Aldrich) calibrada con el Gel Filtration
Calibration Kit HMW (GE Healthcare) que incluye las siguientes proteinas:
ovoalbumina (43 KDa), conalbumina (75 KDa), aldolasa (158 KDa), ferritina (440
KDa) y tiroglobulina (669 KDa). La proteinas se eluyeron con 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 20 mM Tris-HCl a pH 7.5.

7.5. Western-blot

Diferentes cantidades de la proteina DiiA-R1R2 purificada se corrieron en un gel de
poliacrilamida en gradiente (4-20%) y se transfirieron a una membrana PVDF
utilizando el aparato Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad). La membrana se
blogued con el tampon Superblock (Thermo Fisher Scientific), se incub6 durante dos
horas con suero procedente de ratones inmunizados con la version larga de la proteina

DiiA diluido 1:500, se lavo y se incubd otras dos horas con proteina G conjugada a
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peroxidasa (Thermo Fisher Scientific). Las bandas se revelaron tras incubar durante 5
min con el substrato de la enzima SuperSignal West Pico Chemiluminiscent (Thermo

Fisher Scientific).

7.6. Deteccion de la proteina DiiA

La capacidad de neumococo para expresar DiiA en condiciones in vitro se determind
mediante citometria de flujo. Para ello se incubaron 10 pl de PBS con 1x10° células de
las distintas cepas de neumococo durante 2 h a 37°C en presencia de 10 pl de suero de
raton inmunizado con DiiA-R1R2. El suero fue previamente diluido 1/3 con PBS.
Como control del experimento, se incubaron las cepas con 10 pl de PBS. Se llevo a
cabo un lavado con PBS-TWEEN 0.1% (Sigma) y se incubaron las muestras con una
dilucion 1/200 del anticuerpo anti-IgG de raton (Southern Biotech) durante 30 min en
oscuridad a 4°C. Las muestras fueron lavadas de nuevo, inactivadas con 100 pl de PFA
al 3% en PBS y resuspendidas en 200 pl de PBS (Ramos-Sevillano et al., 2012; Ramos-
Sevillano et al., 2015). Finalmente, las muestras se analizaron en el citometro FACS
Calibur (BD Biosciences) adquiriendo 25000 eventos y midiendo la intensidad de
fluorescencia. En estos ensayos los resultados fueron representados como porcentaje de
células de neumococo marcadas respecto del total de bacterias analizadas (Exley et al.,
2005; Ramos-Sevillano et al., 2012). Ademas, se obtuvo un histograma a modo de

ejemplo representativo a partir de una de las réplicas.

8. ANALISIS BIOINFORMATICO

8.1. Estudios de secuencia

La secuencia de la proteina SP1992 (DiiA) se busco en la base de datos unificada de
secuencias proteicas UNIPROT (Consortium, 2012) mediante BLAST (Altschul et al.,
1990). Ademas, esta secuencia se compard con 18 secuencias gendémicas completas de
S. pneumoniae usando MegaBLAST (Zhang et al., 2000) que optimiza la comparacion

de secuencias altamente similares.

8.2. Estudios genéticos

Los aspectos genéticos del gen diiA se analizaron mediante los siguientes protocolos:
o TransTermHP (Kingsford et al., 2007): predice los terminadores de la

transcripcién tipo Rho-independientes. Los terminadores Rho-independientes se

47



Materiales y Métodos

caracterizan por presentar una secuencia rica en tiamina seguida de una horquilla en
bucle.

o Algoritmo de Price (Price et al., 2005): predice si dos genes pertenecen al mismo
operon. Para ello analiza la homologia de secuencia de los genes, la distancia entre
éstos, la funcion de cada gen y el uso de codones sinGnimos.

o STRING (Szklarczyk et al., 2017): es una base de datos de interacciones
proteina-proteina conocidas y predichas. Las interacciones incluye asociaciones directas
(fisicas) e indirectas (funcionales). Estas interacciones se obtienen, entre otras, a partir
de co-localizacion en genomas, fusiones génicas, co-regulacion en ensayos de

transcriptémica global y subunidades de complejos.

8.3. Estudios de arquitectura de dominios

La arquitectura de la proteina se estudié computacionalmente utilizando diversos
algoritmos:
o Pfam (Punta et al., 2012): es una base de datos de familias de dominios proteicos
y perfiles de tipo cadena oculta de Markov que permite localizar la presencia de
dominios en una proteina. Los dominios Pfam se localizaron aplicando el umbral de
deteccidn recomendado por los expertos para cada familia construida.
o PSIPRED (Jones, 1999): predice la presencia de estructuras secundaria.
o Phobius (Kall et al., 2004): permite estudiar la localizacion y orientacion de
proteinas, ya que predice la presencia de hélices transmembrana y de péptidos sefal.
Ademas, es capaz de discriminar entre ambos tipos de motivos a pesar ambos de similar
naturaleza hidrofobica.
o Dis-EMBL (Linding et al., 2003): predice regiones desordenadas definidas como
bucles/bobinas, bucles calientes y estructuras carentes de coordenadas de rayos X.
o SEG (Wootton, 1994). predice regiones de baja complejidad respecto a la
composicion habitual de las secuencias proteicas de aminoacidos.
o COILS (Lupas et al., 1991): predice las regiones coiled-coil de una proteina
usando una matriz MTIDK (miosina, paramiosina, troponina, filamentos intermedios I-
V, proteinas de los desmosomas y quinasas); un valor umbral de 0.5, ya que a partir de
este valor se incluirian estructuras coiled-coil de proteinas globulares, del GenBank y de

secuencias generadas aleatoriamente; y una ventana de 21 residuos.
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o Paircoil2 (McDonnell et al., 2006): también predice regiones coiled-coil, pero
ademas tiene en cuenta las secuencias incluidas en Protein Data Bank. El punto de corte
que toma es P < 0.025 para una ventana de 21 residuos.

8.4. Estudios de antigenicidad

Para estudiar la capacidad inmunogénica de la proteina DiiA se aplicaron una bateria
de cinco protocolos a los 330 residuos de dicha proteina:
o BepiPred-2.0 (Larsen et al., 2006): predice epitopos lineares que pueden ser
reconocidos por Lg basdndose en un modelo oculto de Markov.
o NetTepi (Trolle y Nielsen, 2014): es un método que integra tres tipos de
predicciones afinidad de union del péptido al MHC, estabilidad del complejo péptido-
MHC y tendencia de los L, todas ellas encaminadas a determinar los posibles epitopos
de L.
o SVMTrIP (Yao et al., 2012): predice los epitopos antigenicos lineales de Lg,
pero combinando la similitud y la tendencia de tres subsecuencias peptidicas.
o IEDB analysis Resource (http://tools.immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input):
es un servidor que predice antigenicidad basandose en hidrofilia e hidrofobicidad
utilizando el algoritmo de Parker (Parker et al., 1986) y el de Kolaskar y Tongaonkar
(Kolaskar y Tongaonkar, 1990), respectivamente.
o OptimumAntigen™  (http://www.genscript.com/antigen-design.html): es una
herramienta que ofrece GenScript para predecir regiones inmunogénicas mediante un
consenso de criterios, calculando ademas su especificidad mediante comparacion con

proteinas incluidas en bases de datos.

9. ENSAYOS DE INTERACCION CON DIFERENTES COMPONENTES DEL
HOSPEDADOR

9.1. Resonancia de plasmones de superficie

La interaccién entre la proteina DiiA de S. pneumoniae con moléculas de la matriz
extracelular y del plasma sanguineo se analizd por resonancia de plasmones de
superficie (SPR, surface plasmon resonance) utilizando un dispositivo BIAcore X100
(GE Healthcare) segun las indicaciones del fabricante. Para ello se llevd a cabo una
inmovilizacion covalente de los grupos amino de dos vesriones de la proteina DiiA
(DiiA-R1R2 y DiiA-NR) en chips CM5 (GE Healthcare), en presencia de tampéon
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acetato 10 mM a pH 4.5. La superficie del chip fue previamente activada con una
mezcla de 1-etil-3-(3-dimetil-aminopropil)-carboamida y N-hidroxisuccinamida. Los
ésteres del chip que quedaron libres se inactivaron mediante lavado con etanolamina 1.0
M a pH 8.5.

Inicialmente se realiz6 un cribado en el que se ensayé la capacidad de las siguientes
moléculas para unirse a DiiA: BSA, Clg, CnA, CnB, CRP, El, FH, Fn, hLf, Lm, Mc y
Pl. Todas estas proteinas se disolvieron en tampon de carga (HEPES 10 mM, NaCl 150
mM, surfactante P20 al 0.05% a pH 7.4) a una concentracion de 100 nM y se inyectaron
con un flujo de 30 pl/min a 25°C. El proceso de eliminacion de los analitos unidos a la
proteina DiiA (regeneracion) se llevé a cabo mediante la solucion que presentaba NaOH
50 mM y NaCl 1M. Esta regeneracion se realizd entre cada uno de los analitos. Con las
moléculas que mostraron una mayor afinidad en el primer cribado, se estimo su
constante de afinidad (Kp) a DiiA con precision mediante un ensayo de cinética. Esto
implica el estudio de un gradiente de concentraciones de los analitos durante multiples
ciclos. El tiempo de contacto fue de 120 s para el Clg y 90 s para la hLf, siendo el
tiempo de disociacion de 210 s en ambos casos. Los datos obtenidos a partir del sistema
se adaptaron a un modelo de unién 1:1 y se analizaron con el software Biacore X100
Evaluation v.2.0.1. En todos los casos se obtuvo un sensograma en el que se representan

los valores de las unidades de resonancia (UR) frente al tiempo.

9.2. Deposito del complemento en presencia y ausencia de lactoferrina

Para analizar la posible interaccion tripartita entre DiiA, Lf y el sistema del
complemento, se incubaron 10 pL de PBS con 2.5 x 10° UFC de las distintas cepas de
neumococo durante 20 min a 37°C en presencia de 10 ul de suero humano, solo o con
10 pl de aLf u hLf (Sigma) a 2, 100 y 200 pg/ml en PBS. El suero fue previamente
diluido 1/5 con PBS. Como control se incubaron las cepas con 20 pl de PBS. A
continuacion se llevo a cabo un lavado con 150 ul de PBS-TWEEN 0,1% (Sigma) y se
incubaron las muestras con 50 pl de una dilucion 1/300 del anticuerpo anti-C3b humano
(MP Biomedicals) durante 30 min en oscuridad a 4°C. Las muestras fueron lavadas de
nuevo, inactivadas con 100 pl de PFA al 3% en PBS y resuspendidas en 200 ul de PBS
(Yuste et al., 2008; Ramos-Sevillano et al., 2012; Ramos-Sevillano et al., 2015).
Finalmente, se analizaron las muestras en el citbmetro FACS Calibur (BD Biosciences)
adquiriendo 25000 eventos y midiendo la intensidad de fluorescencia. En estos ensayos

los resultados fueron representados como porcentaje del indice relativo de fluorescencia
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(IRF) que se obtuvo multiplicando la proporcion de bacteria positiva por la intensidad
de fluorescencia, pero normalizando el valor obtenido al 100% del valor de la cepa
silvestre o bien de la cepa no expuesta a ningin compuesto como aLf u hLf (Exley et
al., 2005; Ramos-Sevillano et al., 2012). Ademas, se obtuvo un histograma a modo de

ejemplo representativo a partir de una de las réplicas.

9.3. Interaccion de neumococo con celulas de pulmoén

Para investigar la implicacion de DiiA en la adhesion a pulmén se realizaron estudios
utilizando la linea celular de carcinoma pulmonar humano A549 (ATCC CCL185),
derivada de neumocitos humanos tipo Il. Las monocapas de células A549 se cultivaron
en frascos de cultivo, utilizando medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero
bovino fetal inactivado por calor durante 1 h a 60°C, 5% glutamina y 5% de una
combinacion de antibioticos que contiene 100000 U/ml de penicilina y 100000 U/ml de
estreptomicina hasta alcanzar 90-95% de confluencia. La noche antes de realizar el
experimento, las células se cultivaron en placa de 24 pocillos (Falcon) con una densidad
de 2.5 x 10° células por pocillo. El dia del experimento, las células se infectaron con
aislados bacterianos a razon de 25 bacterias por célula y se incubaron a 37°C durante 1 h
en atmosfera con 5% de CO,. Por altimo, los pocillos infectados se lavaron 2 veces con
PBS, se trataron con 100 pl de saponina al 0.025% durante 10 min en agitacion
moderada y se rasparon con el émbolo de una jeringa. Se realizaron diluciones seriadas
del contenido de los distintos pocillos para posteriormente afadirse a placas de agar
sangre. Para calcular la proporcidn de bacterias recuperadas de las células infectadas, se
llevé a cabo el correspondiente recuento de viables (UFC). Los resultados se expresaron
como cantidad de bacteria adherida (UFC/ml).

Cuando se pretendio investigar la repercusion de aLf y hLf en la adhesion a células
de pulmon, previa infeccion de las células A549, la bacteria se incubd a 37°C durante 1
h conalLfyhLfa2 y50 pg/ml en medio RPMI 1640.

10. EXPERIMENTACION ANIMAL

10.1. Declaraciones éticas

Todos los procedimientos experimentales que implicaron el uso de ratones se
llevaron a cabo segun la normativa dispuesta en la legislacion espafiola (RD 1201/2005)

y en las normas de la Comunidad Europea (86/609/2005), ademas fueron aprobados por
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el Comité de Uso y Cuidado de Animales del ISCIII (referencia de aprobacion CBBA-
PA 52 2011-v2 y PROEX 218/15). La realizadora dispone del certificado de categoria
B que la acredita para llevar a cabo procedimientos de experimentacion con animales
(R.D. 1201/2005) (Cédigo FCM/15/3LAB).

10.2. Caracteristicas de los ratones empleados

Todos los ratones fueron suministrados por el Servicio de Veterinaria del ISCIII
(Majadahonda). Los animales eran machos con entre 8 y 12 semanas de edad. En los
estudios de patogénesis se utilizé la estirpe C57BL/6, mientras que para los ensayos de
proteccion se empleo la estirpe BALB/c, excepto en aquellos casos en los que se llevara

a cabo una inmunizacién IN, donde se uso la estirpe C57BL/6.

10.3. Modelo de colonizacién, neumonia bacteriémica y sepsis para estudios de

patogenicidad

Los ensayos de infeccion se llevaron a cabo en ratones. Para cada tipo de infeccion
se establecieron 4 grupos de ratones con al menos 6 individuos por grupo. Cada grupo
de ratones fue co-infectado con la cepa silvestre TIGR4 y uno de los mutantes
isogenicos en una proporcion aproximada de 1:1, segin lo descrito anteriormente
(Yuste et al.,, 2005). Para obtener las muestras, los animales fueron sacrificados
mediante la inoculacion IP de 200 ul de pentobarbital sodico 200 mg/ml (Dolethal®,
Véthoquinol, Espafia) diluido 1:6 en PBS. Los inoculos y las muestras obtenidas
posteriormente fueron sembradas tanto en placas de agar sangre sin antibidtico como
con cloranfenicol 2.5 pg/ml e incubadas a 37°C con 5% de CO; durante al menos 24 h
para llevar a cabo un recuento del nimero de UFC. El nimero de UFC de las cepas
mutantes se determiné a partir de las placas con antibi6tico, mientras que el de UFC de
la cepa silvestre se estimo a partir de las placas sin antibiotico y substrayendo el nimero
de UFC mutantes obtenidas. Esto es debido a que, al poseer el cassette de resistencia,
los mutantes crecen en ambos tipos de placas, mientras que la cepa silvestre solo en
aquellas sin antibiotico.

En los ensayos de colonizacion, los ratones fueron inoculados por via IN con 10 ul
de THY que contenfan 1 x 10’ UFC después de haber sido anestesiados en camara de

isoflurano (Forane®, Abbot, Madrid). Después de 5 dias, los animales fueron
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sacrificados y sometidos a un lavado nasofaringeo con 500 ul de PBS desde la laringe
hasta los orificios nasales.

En los ensayos de neumonia bacteriémica, los ratones fueron inoculados por via IN
con 50 ul que contenian 5x10” UFC previa anestesia con isoflurano. Después de 24 h de
infeccion, se recuperd hasta 1ml de sangre de la arteria femoral que se afiadi6 a 50 ul de
citrato sodico al 10% para prevenir la coagulacion. Ademas, se llevo a cabo un lavado
brocoalveolar (LBA) con 1 ml de PBS desde la laringe a todo el arbol bronquial
mediante un catéter. Por altimo, se extrajeron los pulmones que se mantuvieron en 500
ul de PBS. El procesamiento de los pulmones se llevé a cabo afiadiendo 2.5 ml de PBS
y posterior homogenizado en filtros Cell Strainer (Corning).

En los ensayos de sepsis, los ratones fueron inoculados por via IP con 200 pl de THY
que contenfan 5 x 10° UFC. Después de 24 h de infeccion, los animales fueron
sacrificados y sometidos a la extraccion de hasta 1 ml sangre mediante puncion cardiaca
a la que se afiadid 50 ul de citrato sodico al 10%.

Para estimar el grado de virulencia de los distintos mutantes en los modelos
animales, se determin0 el indice de competitividad (IC) que es la relacion entre la
cantidad de bacteria recuperada del raton y la cantidad de bacteria inoculada en el
mismo, respecto a la cepa silvestre (Beuzon et al., 2001; Yuste et al., 2005; Ramos-
Sevillano et al., 2011). EI IC se calculd de la siguiente manera:

UFC recuperadas del mutante/UFC recuperadas de TIGR4
IC =

UFC inoculadas del mutante/UFC inoculadas de TIGR4

Posteriormente, los valores de este indice se expresaron como logaritmo (logo) para
ser representados en las graficas. Si el valor de IC es igual a uno (equivalente a un valor
de cero en su logaritmo), no hay atenuacion del mutante y, por lo tanto, este mutante es
igual de virulento que la cepa silvestre. Valores inferiores a este punto de corte indican
atenuacion del mutante. Es importante destacar que cuanto menor es el valor del IC,

mayor es el grado de atenuacion del mutante en virulencia.

10.4. Determinacion de la dosis letal minima

Se inocularon grupos de 5 ratones BALB/c o C57BL/6 por via IP o IN con diferentes
diluciones bacterianas en medio THY para calcular la dosis letal minima, definida como

aquella que producia el 100% de mortalidad en un periodo de 7 dias.
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10.5. Pautas de inmunizacién

Los ensayos de inmunizacion se llevaron a cabo en modelos murinos. Se
establecieron dos o tres grupos de ratones segun el experimento. Al grupo control se le
traté solo con el adyuvante hidroxido de aluminio (Alhydrogel 2%, InvivoGen) diluido
al 2% en PBS. A los grupos de ratones inmunizados se le inocularon las proteinas DiiA-
R1R2 y DiiA-NR en presencia del adyuvante en proporcion 1:1 con el fin de aumentar
la inmuogenicidad de los antigenos proteicos con los que se administrd, de manera que
la respuesta inmunitaria fuera méas efectiva sin tener que incrementar la cantidad de
proteina. Las cantidades de proteina utilizada fueron 10 o 20 pg/dosis/ratén segun el
experimento. Para los ensayos de inmunizacion a nivel sistémico se emple6 la estirpe
BALBI/c, a los que se inoculé por via IP, un volumen final de 200 pl/ratén/dosis. Para
los ensayos de inmunizacion a nivel de mucosas se utilizo la estirpe de raton C57BL/6.
En este udltimo caso, los animales fueron anestesiados en camara de isoflurano
(Forane®, Abbot) y posteriormente se les inoculd por via IN, un volumen final de 20
pl/dosis/raton. En ambos tipos de inmunizacion, se administraron los compuestos

correspondientes los dias 0, 7 y 14 (Corsini, 2016).

10.6. Obtencién de muestras de ratones inmunizados

Los ratones inmunizados por via IP de los que se obtuvo suero fueron sacrificados el
dia 21 tras la primera inmunizacion. Se extrajo la sangre por puncién cardiaca que fue
conservada a 4°C durante 30 min y posteriormente centrifugada a 2370 x g durante 5
min a 4°C. Los sueros de todos los animales del mismo grupo fueron mezclados y
almacenados a —80°C hasta su utilizacion. A los ratones inmunizados por via IN se les
realizé un lavado nasofaringeo con 250 ul de PBS. Los lavados procedentes de todos los

ratones del mismo grupo fueron mezclados y almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

10.7. Determinacién de inmunoglobulinas

Las proteinas DiiA-R1R2, DiiA-R2, DiiA-NR fueron adsorbidas en placas de
poliestireno de 96 pocillos Maxisorp (Nunc). Para ello se afiadieron en cada pocillo 50
pl de las proteinas diluidas en PBS a una concentracion de 10 o 20 pg/ml durante 2 h a
37°C. Para aquellas muestras que se obtuvieron tras una inmunizacion con 10
pg/raton/dosis se utilizd la concentracion en placa de 10 pg/ml, mientras que para las

muestras obtenidas tras una inmunizacion con 20 pg/ratén/dosis se utilizé la
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concentracion de 20 pg/ml en placa. Una vez que las proteinas estaban fijadas a la
placa, se afiadieron 75 pl de PBS-BSA 2% (Sigma) como bloqueante a cada pocillo y se
incub6 durante 30 min a 37°C. Tras lavar con 100 ul de PBS-TWEEN 0.05% (Sigma)
tres veces, se afladieron 50 pl de diluciones seriadas de los distintos sueros o LNF
obtenidos de los ratones a los pocillos correspondientes. Las mezclas se incubaron
durante 2 h a 37°C (Ramos-Sevillano et al., 2015). A continuacidn, se realiz6 otra serie
de lavados y se afiadieron 50 pl de las distintas inmunoglobulinas anti-raton
(SouthernBiothec): 1gG totales, 1gG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e IgA diluidas 1/2000 en
PBS en los pocillos correspondientes. Las mezclas se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, se afiadieron 100 pl de
ortofenildiamina (OPD) (Sigma) a cada pocillo como sustrato de la enzima peroxidasa
hasta que se observo un color amarillento. En este momento se detuvo la reaccion con
50 pul de H,SO,4 3N (Merk) y se leyo la placa a 492 nm utilizando el espectrofotémetro
Anthos 2020 (BioChrom).

10.8. Activacion del C3b inducida por anticuerpos frente a DiiA

Para estudiar la capacidad de los anticuerpos producidos tras la inmunizacién con
DiiA de activar el deposito de C3b sobre las bacterias, se incubaron 10 ul de PBS con
2.5 x 10° células de las distintas cepas de neumococo durante 1 h a 37°C en presencia
de 10 pl de suero de ratones tratados solo con el adyuvante, o de suero de ratones
inmunizado con DiiA-R1R2 o DiiA-NR. Los sueros fueron previamente diluidos 1/4
con PBS. Como control del experimento, se incubaron las cepas con 10 uL de PBS. Se
llevé a cabo un lavado con PBS-TWEEN 0.1% (Sigma) y se incubaron las muestras con
una dilucién 1/300 del anticuerpo anti-C3b de raton (Cappel) durante 30 min en
oscuridad a 4°C. Las muestras fueron lavadas de nuevo, inactivadas con 100 pl de PFA
al 3% en PBS y resuspendidas en 200 pl de PBS (Ramos-Sevillano et al., 2015; Ramos-
Sevillano et al., 2012). Finalmente, se analizaron las muestras mediante citometria de

flujo como se ha descrito en el apartado 8.2.

10.9. Expresién de receptores CD-3, CD-4y CD-8

Las muestras de bazo de ratones inmunizados por via IP con DiiA-R1R2 se
manipularon de la siguiente manera. Los ratones fueron sacrificados mediante la
inoculacion IP de 200 ul de pentobarbital sodico 200 mg/ml (Dolethal®, Véthoquinol,

Espafia) diluido 1:6 en PBS. Se extrajo el bazo que se conservo en 500 puL de medio
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RPMI con L-Glutamina (Lonza) a 4°C hasta su procesamiento. El bazo se homogeneizd
con un émbolo y se incorpord a un tubo Falcon de 50 ml al que posteriormente se le
afiadieron 10 ml de medio RPMI con L-Glutamina (Lonza). La mezcla se centrifugd
16550 x g durante 5 min a 4°C y el sedimento se resuspendié en 1 ml de una solucién
de lisis de eritrocitos (Sigma-Aldrich) y se incub6 durante 5 min a temperatura
ambiente. Finalmente, se afiadieron 10 ml de solucién de fijacién [PBS al 2.5% de suero
bovino fetal (Sigma)] y se centrifugd a 16550 x g durante 5 min a 4°C. El sedimento se
resuspendi6 en 5 ml de solucion de fijacidn y se llevo a cabo un recuento del nimero de
células.

Se incubaron 2 x 10’ de las células de bazo de ratén en presencia de 50 pl de una
dilucién 1/300 de los anticuerpos anti-CD3, anti-CD4 y anti-CD8 de ratén en solucién
de fijacion durante 30 min en oscuridad a 4°C. Tras lavar las muestras con la solucion
de fijacion, se inactivaron con 50 pl de PFA 3% en PBS vy se resuspendieron en 150 pul
de solucion de fijacion. Finalmente, se analizaron las muestras en el citometro FACS
Calibur (BD Biosciences) adquiriendo 15000 eventos y midiendo la intensidad de
fluorescencia. En estos ensayos los resultados fueron representados como porcentaje de

células T detectadas.

10.10. Modelos de infeccion en ratones inmunizados

En los ensayos de sepsis, los ratones inmunizados fueron infectados por via IP el dia
21, tras la primera dosis de inmunizacién, con 1.25 x 10° y 1 x 10° UFC de las cepas
TIGRA4 y 48, respectivamente, en un volumen de 200 ul de caldo THY.

En los ensayos de neumonia bacteriémica, los ratones inmunizados fueron infectados
por via IN el dia 21, tras la primera dosis de inmunizacién, con 8.4 x 10° UFC de la
cepa TIGR4 en un volumen de 50 pl de caldo THY.

En los ensayos de sepsis y neumonia bacteriémica, la tasa de supervivencia de los
animales fue anotada durante 7 dias. A partir de estos datos se generaron las curvas de
supervivencia. Ademas, se tomaron 6 pl de sangre de la cola de los ratones cada 24 h
hasta su muerte (Cafini et al., 2010) a partir de los cuales se realizaron diluciones
seriadas que fueron sembradas en placas de agar sangre para llevar a cabo un recuento
de bacterias viables. En este caso los resultados se expresaron como logio (UFC/ml).

En los ensayos de colonizacion, los ratones inmunizados fueron infectados por via IN
el dia 21, tras la primera dosis de inmunizacion, con 2.8 x 10° UFC de la cepa TIGR4 en

un volumen de 10 pl de caldo THY en animales previamente anestesiados con
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isoflurano. A los 5 dias tras la colonizacion, los animales fueron sacrificados mediante
la inoculacion IP de 200 pl de pentobarbital sdédico 200 mg/ml (Dolethal®,
Véthoquinol, Espafa) diluido 1:6 en PBS y se llev6 a cabo un lavado nasofaringeo con
500 ul de PBS. Diluciones de estas muestras se sembraron en placas de agar sangre para
llevar a cabo un recuento de bacterias viables en las mismas. Los resultados se

expresaron como logio (UFC/ml).

11. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos que se muestran a lo largo de esta Tesis Doctoral son representativos de los
resultados obtenidos de la repeticion de un minimo de tres experimentos, en cada uno de
ellos se llevo a cabo entre 3 y 4 réplicas. Para comparar variables cualitativas se utilizd
la prueba de Chi-cuadrado y para las variables cuantitativas la pruba t de Student. En los
experimentos de supervivencia se empled la prueba log-rank ordinal (Mantel Cox). Para
el analisis estadistico se utilizo el programa GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA).

57






V. RESULTADOS







Resultados

1. CARACTERIZACION GENETICA, GENOMICA Y PROTEICA DE DiiA

Las herramientas computacionales han favorecido la caracterizacion de numerosas
proteinas implicadas, muchas de ellas, en aspectos bioldgicos esenciales. Las proteinas
de funcidn desconocida pueden encontrarse en la superficie bacteriana y presentar una
topologia basada en repeticiones. Estas proteinas de pared pueden presentar cierto grado
de homologia con otras proteinas pertenecientes a especies del mismo género. Sin
embargo, las diferencias en su composicién y estructura hacen que adquieran una
funcién determinada que contribuya a la especializacion del clon. Concretamente, la
proteina SP1992 de la cepa TIGR4 ha sido descrita como antigénica (Giefing et al.,
2008), lo que indica que no solo se encuentra en la superficie bacteriana, sino también
que se expresa dentro del humano y que este a su vez es capaz de producir una RI frente
a dicha proteina. En funcidn de estos datos se planteo caracterizar la proteina codificada
por el locus sp1992 de la cepa TIGR4 de S. pneumoniae. A partir de los resultados
obtenidos en esta Tesis Doctoral, que se detallan en los proximos apartados, la proteina
SP1992 se renombré como DiiA (Dimorphic invasion-involved protein A, en castellano,

proteina dimérfica A implicada en invasion).

1.1. Estudio del gen diiA

La busqueda de la secuencia de SP1992 por BLAST en la base de datos UNIPROT
revelo que todas las secuencias homdlogas a ésta, en longitud completa y con identidad
superior al 50%, pertenecian a la especie S. pneumoniae. La mayoria de estas secuencias
presentaban una longitud de 221 0 297 aa, lo que sugeria la existencia de dos variantes
alélicas. Los algoritmos presentes en UNIPROT no pudieron asociar una funcion para la
proteina codificada por el locus sp1992, por lo que se asumio que esta se incluia dentro
del grupo de proteinas de funcidn desconocida.

Debido a la complejidad que supone predecir el codon de inicio en una proteina,
sobre todo con longitud alélica variable (Bocs et al., 2002), se analiz6 manualmente la
region anterior a la codificante de sp1992 en el genoma de TIGR4. En esta zona se
encontraron numerosos codones de parada en todos los marcos de lectura, excepto en
los 100 nt localizados en el marco de lectura y direccién codificante, lo que sugiere que
el gen en realidad es mas largo que la version anotada. Se ajustod el codon de inicio
adicionando 99 nuevos nt a la region codificante, siendo el codon de inicio alternativo

GTT. Este codon varia en uno o dos nuclebtidos con respecto a los codones mas
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comunes, GTG y ATG, respectivamente, y puede operar funcionalmente como codédn de
inicio transcripcional aunque con menor eficacia (Mir et al., 2012). El gen resultante
aceptado consistia en 993 nt y codificaba una proteina de 330 aa considerada aqui como
definitiva (Figura 5A). Una blsqueda de la secuencia de este nuevo gen en 18 genomas
completos de neumococo mediante MegaBLAST corrobor6 la existencia de dos alelos
de diferente longitud. El alelo corto presentaba una delecion de 249 nt, correspondiente
a 83 residuos en la secuencia de aminoécidos, y codificaba una proteina de 247
residuos. Este es el caso de la cepa de referencia D39 (Figura 5A).

Considerando que la proteina codificada por este gen no tiene funcién asignada, se
analizaron los genes préximos, con el objetivo de inferir su funcion por contexto
gendmico. Sin embargo, el gen no pertenecia aparentemente a ningun operdn segun el
protocolo de Price. En esta linea, se localizaron terminadores de transcripcion tanto 227
nt antes como 138 nt después de la region codificante aceptada, por lo que este gen
parecia ser parte de un transcrito monocistronico. Ademas, la base de datos STRING,
que unifica datos experimentales y predicciones de al menos 7 fuentes, mostraba que la
proteina no interaccionaba con otras. Estos resultados sugieren que el gen no se co-
transcribe con otros genes y que la proteina SP1992 no juega un papel relevante en la
fisiologia celular basal, como se ha descrito para otros factores de virulencia (Hava y
Camilli, 2002).

1.2. Topologia de dominios de la proteina DiiA

La arquitectura de la proteina se estudi6 mediante diversos analisis (Figura 5). El
obtenido de Pfam determind que en el extremo C-terminal existia un médulo de anclaje
a membrana muy conservado en bacterias Gram-positivas con el motivo LPXTG y un
dominio de funcién desconocida denominado DUF1542 (DUF: domain of unknown
function). La mayoria de los aminoacidos de DiiA parecen estar expuestos al exterior
segun el programa Phobius, lo que se corresponde con el hecho de que esta proteina sea
reconocida por anticuerpos presentes en el suero de pacientes (Giefing et al., 2008). La
seccidn de la proteina expuesta al exterior esta predicha como desestructurada excepto
dos zonas en la region N-terminal para las que se predijo un plegamiento en lamina-p.
Se observd que dos secciones de 37 residuos, correspondientes a las regiones plegadas,
compartian un 51% de identidad y un 67% de similitud por lo que fueron nombradas
como Repeticion 1 (R1) y Repeticidn 2 (R2). Estos datos junto con el hecho de que el

motivo repetido es reconocido por Pfam como un dominio proteico son evidencias que
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respaldan que los residuos afiadidos manualmente son realmente parte de esta proteina.
La version corta de DiiA, codificada por ejemplo por el locus spd1789 de la cepa D39,
carece de R1. Sin embargo, ambos tipos de variantes mantienen la repeticion R2. Lo
que también se conserva en ambas versiones alélicas por igual es la seccién central de
DiiA que segun Dis-EMBL, COILS y Paircoil2 contiene dos regiones coiled-coil
sequidas (entre los residuos 176-207 y los residuos 218-248), probablemente
involucradas en oligomerizacién, y segin SEG una secuencia de baja complejidad

comprendida ente los residuos 142 y 175.

A Residuos SP1992 (TIGR4)
1 50 100 150 200 250 300 330
Elemento
Delecion D39
[ ]
11 93
. B02864 B02864 DUF1542 Anclaje Gram+
Dominios
PE: [ I J---------- — I--- -
am 1 38 39 151 201 272 288 326
No citoplasmatica HTM

Localizacion [ I 1
304 322

. o Baja complejidad Coiled-coil Coiled-coil
Coiled-coil /

baja complejidad 142 175 176 207 218 243

Regiones -~~~ .- I B - - -
desestructuradas

Estructura - r— - [ lamina-p

secundaria -0-g-------- i SRl S bbb o {- hélice-u

R1 R2
Repeticiones | I— | I—
9 45 92 128

R1 09-VEVGGDGTATIVFKDGSAITIPGNQLVAQDPKAQDST-45
R2 92-INVAGDGTATITFPDGSVVTILGKDTVQQSAKGESVT-128

rekekkkkkkk ko kkkaekdk ke kaedke hees K

Figura 5. Arquitectura de la proteina SP1992. A: Motivos y predicciones encontradas en la secuencia.
TMH: hélices transmembrana; R: repeticion. B: Alineamiento de las repeticiones R1 y R2. Se muestran
los residuos idénticos (*) y similares (:).

DiiA presenta por tanto una topologia tipicamente asociada a adhesinas (Lin et al.,
2012) con un anclaje a pared celular, un tallo central desestructurado y la existencia de
dominios plegados en el extremo mas distal, que ademas difieren en el nimero de

repeticiones de un modo dependiente de alelo (Figura 6).
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Repeticion 1
Repeticion 2
Alelo
Exterior celular largo
Tallo Alelo
S—
corto
Pared
celular

. Dominio LPXTG
Citoplasma

Figura 6. Representacion esquematica de la arquitectura de la proteina codificada por el alelo largo de
diiA con sus dominios anotados.

Dada la presencia de regiones coiled-coil y la posible naturaleza adhesiva de las
repeticiones, se analizo la capacidad de la proteina para oligomerizar in vitro. Esta
propiedad aumentaria localmente los grupos de unién a un posible receptor en el
hospedador. Para ello se purificaron versiones recombinantes de la proteina expresadas
en E. coli incluyendo las dos (DiiA-R1R2), una (DiiA-R2) o ninguna (DiiA-NR)
repeticion (Figura 7). En todos los casos se evito la inclusion tanto de los siete residuos
distales de la region N-terminal como del dominio de anclaje a pared en el extremo C-

terminal. Esta estrategia aument6 la solubilidad de dichas proteinas.

DiiA-R1R2  DiiA-R2 DiiA-NR

Figura 7. Esquemas de los fragmentos recombinantes DiiA-R1R2, DiiA-R2 y DiiA-NR con sus
respectivos dominios y los aminoacidos limitantes de los mismos.

La proteina completa (con dos repeticiones) migraba electroforéticamente una

distancia similar a la predicha (~39 kDa) una vez hervida y en presencia de SDS (Figura
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8A). Sin embargo, en condiciones no desnaturalizantes, la entidad mostr6 una masa
molecular de unos 310 kDa, correspondiente aproximadamente a un octdmero (Figura

8A). Este hecho se confirmé mediante cromatografia de filtracion en gel (Figura 8B).

A B
SDS Nativa

50uM 0,5 -
0,3 -
kDa

Wow oo
250 ——

0,1 - o

Coeficiente de separacion

0,0 \ \
10.000 100.000 1.000.000

Peso molecular (Da)

100 —

50 ——

37 ——

Figura 8. Determinacion de la masa molecular de DiiA. A: Electroforesis con SDS y nativa de la proteina
purificada. 7.5 ml de solucién proteica a diferentes concentraciones, se cargo en geles que contenian entre
un 4 y un 15% de poliacrilamida TGX (Bio-Rad). B: Determinacion del tamafio molecular por
cromatografia de filtracion en gel. Las muestras que contenian 1 mg de proteina se cargaron en una
columna Superdex 200 10/300 GL vy se eluyeron con NaCl 100 nM, EDTA 1 nM y Tris-HCI 20 nM a pH
7.5. La proteina DiiA (cuadrado negro) y las proteinas del kit HMW (GE Healthcare) para la calibracién
de la filtracion en gel (circulos blancos) se muestran en la figura.

1.3. Expresion de DiiA en la superficie bacteriana

Aunque la proteina DiiA ya se habia detectado in vivo (Giefing et al., 2008), se
considerd importante determinar también si esta proteina era capaz de expresarse en
condiciones de laboratorio. Para ello se incubé la cepa TIGR4 y su mutante
TIGR4AdiiA con anticuerpos producidos en raton frente a la version larga de DiiA.
Mediante citometria de flujo se detectdé la presencia de DiiA sobre la superficie
bacteriana de la cepa silvestre en mayor proporcion que en el mutante carente de DiiA
(P =0.028; prueba t de Student) (Figura 9).
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Figura 9. Determinacion de la expresion de DiiA sobre la superficie bacteriana in vitro. Las barras de
error representan la desviacion estandar. *: P < 0.05.

1.4. Comparacion de los dominios de DiiA con proteinas similares de otros
estreptococos

La combinacion de dominios de DiiA: R1-R2-DUF1542-LPxTG, se encontrd
Unicamente en S. pneumoniae. De hecho, cuando se compard la arquitectura de
dominios de DiiA con proteinas semejantes en las dos especies de estreptococos mas
proximos genéticamente: S. pseudopneumoniae y S. mitis y con proteinas presentes en
otros estreptococos patdgenos, como S. pyogenes y S. agalactiae, se observaron
diferencias tanto en el nimero de repeticiones, como en el grado de identidad de las
mismas (Figura 10). Todas ellas compartian el médulo de anclaje a pared, pero carecian
del dominio DUF1542. En el caso de las especies genéticamente relacionadas, el
namero de repeticiones se mantenia en algunos casos, pero dichas repeticiones
compartian menos de un 50% de identidad con las de DiiA. Las proteinas M y Rib de S.
pyogenes y S. agalactiae, respectivamente, presentaban un nimero muy variable de
repeticiones, que compartian menos de un 30% de identidad con respecto a las de DiiA.
Por todo ello, no se podia establecer ninguna relacion ortéloga, surgidas verticalmente
por especiacion, entre DiiA y estas variantes proteicas de otros estreptococos sino que

se habrian formado de novo a partir de eventos genéticos diferentes.
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Cepa Entrada Nombre de la Topologia de dominios/motivos Motivo
p (longitud) familia polog repetido
S. pneumoniae QI7NM8 1-2
P (330 aa) Ninguno G B02864
TIGR4
S. pseudopneumoniae | CGOI6Y3 Ninguno 1-2 B13329
(185 aa)
1S7493
o FOMHJ3 12
S. mitis
(738 aa) Ninguno EO0.00000-O—()E B13329
SK569
P16947 . 1-5 Repeticion
S. pyogenes
Pyog (389 aa) Proteina M .—MD proteina M
M49
. 1-21
S. agalactiae Q8E6U1 . .
Rib / alpha / R28 Rib
NEM316 (1126 aa)
Repeticiones: Dominios:
@ !dentidad >50% DUF1542

. Identidad 40-50% D Anclaje Gram+
QO 1dentindad 30-40% [ Otros dominios
QO Identidad <30%

Figura 10. Arquitectura de dominios de proteinas similares a DiiA en otras especies de estreptococos. Se
representa la arquitectura determinada por Pfam de los homdlogos representativos seleccionados. Los
nameros entre corchetes indican el rango de repeticiones encontradas por Pfam. El cédigo de colores de
las repeticiones se basa en el grado de identidad con respecto a las repeticiones R1 y R2 de DiiA.

1.5. Especificidad de DiiA

Para investigar el posible origen evolutivo de DiiA, se estudié su entorno genémico
(Figura 11A) y se compar0 con el de las dos especies mas similares a neumococo
mencionadas anteriormente. Los genes que flanquean a DiiA en S. pneumoniae, tatD y
romH, se encontraban también proximos en S. pseudopneumoniae y S. mitis,
concretamente localizados entre 0.25 y 0.29 Mb del origen de replicacion aunque
flanqueando otros genes (Figura 11B, C). Ademas, los genes que codifican las proteinas
similares a DiiA en estas especies se localizaban distantes en el cromosoma, a 0.58 y
0.84 Mb del origen, respectivamente. Ademas, estos genes se encontraban préximos a
secuencias de insercion y transposasas (Figura 11B, C), indicativo de que constituian

regiones genéticamente inestables.
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Figura 11. Organizacion del genoma de las proteinas similares a DiiA y de genes flanqueantes en
estreptococos, donde S. pneumoniae se muestra como la referencia (A). Se muestran regiones
equivalentes a proteinas similares a DiiA y genes flanqueantes (tatD y rpmH) detectados en S.
pseudopenumoniae (B) y S. mitis (C). El rango de confianza de la horquilla y de la cola de los
terminadores predichos estan indicados sobre el simbolo de terminador. La posicién de los nucle6tidos en

el genoma se muestra indicando el

primer gen inmediatamente antes y después en cada adaptacion. Los

cadigos de los marcos de lectura abiertos se indican debajo de cada gen. Si: secuencia de insercién; PRL:
proteina rica en leucina; rpmH: proteina ribosomal L34; Pe: proteina externa; tatD: desoxirribonucleasa
Tata; TP: transportador; TR: transposasa.
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2. RELEVANCIA EPIDEMIOLOGICA DE LOS ALELOS DE DiiA

La clasificacion bimodal de la EN segun la presencia de invasion durante la infeccion
y la existencia de dos alelos para el gen diiA sugerian que la presencia de una
determinada version de DiiA podria condicionar el desarrollo de la patologia por S.

pneumoniae.

2.1. Distribucion de las variantes alélicas en cepas clinicas

Se determing el alelo de diiA en 560 cepas clinicas mediante PCR (Figura 12),
detectandose alguna de las dos versiones en todas las cepas clinicas estudiadas. Esto
confirmaba que diiA es parte del genoma nucleo de neumococo (Hiller et al., 2007) y
que el exclusivo dimorfismo alélico observado en los genomas secuenciados era el
patron existente en la naturaleza.

Patron CN D39 1 2 3 4 TIGR4 Patron

1000 pb el

UU“U

993 pb

100 pb Bz

Figura 12. Gel de agarosa en el que se muestran los productos de PCR tras amplificacion del gen diiA.
Como referencia aparecen las cepas D39 y TIGR4. Los digitos del 1 al 4 hacen referencia a distintas
cepas de S. pneumoniae. CN, control negativo; pb, pares de bases.

El estudio de la distribucion alélica se centrd en los 22 serotipos y 18 complejos
clonales mayoritarios de las cepas clinicas de neumococo analizadas. Se observd que
pese a existir una cierta correlacion a nivel de serotipos, solo el 77.8% del total de los
aislados dentro del mismo serotipo presentaban el mismo tipo de alelo de diiA (Figura

13), siendo los serotipos 3, 19A y 19F los que presentaban mayor heterogeneidad.
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Figura 13. Distribucion del tipo de alelo de DiiA en los serotipos mayoritarios.

Sin embargo, la correlacion entre el tipo de alelo de diiA y el complejo clonal fue del
93.3% (Figura 14), un valor similar al publicado para otros factores de virulencia como
PrtA y PspA (Rolo et al., 2009; Mufioz-Almagro et al., 2010). La concordancia entre el
alelo de diiA y el complejo clonal aumento hasta el 96.8%, cuando los complejos
clonales 180 y 260 que expresan el serotipo 3 fueron excluidos. Estos resultados

indicaban que el dimorfismo de DiiA es una propiedad clonal esencial en neumococo.
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Figura 14. Distribucion del tipo de alelo de DiiA en los complejos clonales mayoritarios.
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2.2. Asociacidén entre variante alélica y enfermedad neumocdcica

De las 560 cepas estudiadas, 273 se correspondian con ENI y 287 con ENNI. Cuando
se estudio la relacion entre variante alélica y enfermedad neumocdcica en la muestra de
aislados clinicos (Figura 15), no se observo ninguna asociacién significativa entre alelo
y ENNI (P = 0.85, analisis Chi-cuadrado). Sin embargo, si se encontrd una correlacion
significativa entre los aislados que presentaban el alelo largo y la produccion de ENI
(P = 3 x 10®, analisis Chi-cuadrado). Esta tendencia fue mas acentuada en los 18
complejos clonales altamente infecciosos (P = 3 x 10™°; analisis Chi-cuadrado),
mientras que en la ENNI, la proporcion alélica permanecio similar (P = 0.62; andlisis
Chi-cuadrado). Cuando se estudi6 la correlacién entre el tipo de alelo y las
caracteristicas de los pacientes, se encontrd que mientras que el 75.4% de los aislados
que presentaban el alelo corto infectaban pacientes con factores de riesgo (EPOC y/o >
70afios), este parametro disminuia al 57.7% para aislados que presentaban el alelo largo
(P =1 x 10™; andlisis Chi-cuadrado).
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bacteriémica bacteriémica

Tipo de patologia

Figura 15. Numero de aislados clinicos considerados segin el tipo de patologia. EA-EPOC:
exacerbaciones agudas de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica; NS (no significativo): P > 0.05;
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De hecho, el alelo largo es el preferente en aquellos complejos clonales para los que
existen numerosos registros en la literatura que indican que poseen una elevada
capacidad de producir infecciones invasivas (Figura 16). La correlacion entre tipo de
alelo e invasividad respalda la denominacion de los homélogos SP1992 como DiiA
(Dimorphic invasion-involved protein A).
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Figura 16. Frecuencia de los aislados de S. pneumoniae de los complejos clonales mayoritarios

procedentes de pacientes con factores de riesgo y de enfermedad neumocécica invasiva. Se muestra en
azul claro la linea de tendencia del alelo corto y en azul oscuro la del alelo largo.

3. IMPLICACION DE DiiA EN LA ENFEREMEDAD NEUMOCOCICA

Teniendo en cuanta que DiiA es una proteina exclusiva de S. pneumoniae y que esta
bacteria es uno de los principales patégenos en humanos, se estudio la relevancia de

DiiA en la infeccidn neumocodcica.

3.1. Contribucion de DiiA a la patogénesis por S. pneumoniae

Para conocer el papel que tiene la proteina DiiA durante la infeccion neumocdcica se
realizaron experimentos de colonizacidn, neumonia y sepsis en modelos animales. Con
el fin de ponderar la importancia de cada regién de esta proteina en estos procesos, se
construyeron mutantes de delecion progresivos en la cepa TIGR4. Estos mutantes

presentaron una tasa de crecimiento no inferior al 5% respecto de la cepa silvestre
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(datos no mostrados). Las cepas construidas fueron: (1) TIGR4-R1R2, donde el gen se
encontraba completo (incluyendo las dos repeticiones), pero que a diferencia de la cepa
silvestre TIGR4 contenia el cassette de resistencia a cloranfenicol; (2) TIGR4-R2, que
poseia la delecion de la repeticibn R1, mimetizando asi el alelo corto silvestre; (3)
TIGR4-NR, el mutante sin ninguna repeticion, pero que mantenia el resto de la proteina;
y (4) TIGR4AdiiA, con una delecion completa del gen diiA (Figura 17). Todos los
mutantes presentaban el cassette de resistencia a cloranfenicol como marcador de
seleccién. En aquellos mutantes que presentaban el gen diiA de manera total o parcial,
dicho gen se encontraba invertido para evitar recombinaciones parciales durante la
construccion de los mutantes. Este Gltimo hecho no interfiere en la transcripcion de

genes adyacentes, ya que éste no pertenece a ningin operén.
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Figura 17. Representacién esquematica de los mutantes construidos. Pr: promotor y Tr: terminador de la
transcripcion.

El grado de atenuacién en virulencia de los mutantes se calcul6 utilizando el I1C
como se ha descrito previamente en la seccion de Materiales y Métodos. En todas las
situaciones analizadas, el mutante TIGR4-R1R2 fue casi tan virulento como la cepa de
referencia (IC > 0.1) (Figuras 18-21), lo que confirmaba que ni la manipulacién
genética, ni la introduccidon del cassette de resistencia a cloranfenicol afectaban

destacablemente a la virulencia de los mutantes construidos.

3.1.1. Papel de DiiA en la colonizacién de la nasofaringe

En el lavado nasofaringeo de ratones previamente colonizados, la cantidad de
bacterias recuperadas de los mutantes TIGR4-NR y TIGR4AdiiA fue significativamente
inferior respecto del mutante TIGR4-R1IR2 (P = 4 x 10° y P = 1 x 10%

respectivamente; prueba t de Student) (Figura 18). El hecho de que ambos mutantes
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carezcan de las repeticiones R1 y R2, indica que las repeticiones estan implicadas en el

proceso de colonizacion de neumococo a nivel del tracto respiratorio superior.
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Figura 18. Determinacion de la virulencia de los mutantes en DiiA utilizando un modelo murino de
colonizacién. Se representan los valores de los indices de competitividad (IC) de los mutantes en muestra
de lavado nasofaringeo (LNF). Cada cuadrado representa un raton, mientras que las barras horizontales
representan la media. ***: P < 0.001.

3.1.2. Papel de DiiA en el proceso de neumonia invasiva

Para mimetizar las condiciones de ENI y con el fin de reproducir la via natural de la
infeccién neumocdcica, los animales fueron inoculados por via IN con las diferentes
cepas y se tomaron y analizaron muestras de distintos tejidos. ElI numero de UFC
obtenidas a partir de las muestras de LBA mostré que los mutantes que no presentaban
ninguna de las repeticiones estaban mas atenuados respecto a la cepa control TIGR4-
R1R2 (IC <0.1) (Figura 19), lo cual demuestra una menor capacidad de persistencia, ya
a corto plazo, en el tracto respiratorio inferior. Los mutantes TIGR4-NR y TIGR4AdiiA
mostraron, por tanto, una reduccion significativa de la capacidad de replicacion de la

bacteria en el tracto respiratorio superior e inferior.
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Figura 19. Determinacion de la virulencia de los mutantes en DiiA utilizando un modelo murino de
neumonia invasiva. Se representan los valores de los indices de competitividad (IC) de los mutantes en
muestra de lavado broncoalveolar (LBA). Cada cuadrado representa un raton, mientras que las barras
horizontales representan la media. *: P < 0.05; **: P < 0.01.

Por otro lado, se observd una atenuacion relevante en muestras de pulmoén y sangre
para el mutante TIGR4-R2 (IC: 10™ - 10®) (Figura 20), lo que sugiere que la repeticion
R1 juega un papel importante en la internalizacion a nivel de pulmon y en la
diseminacion de la bacteria a sangre. Ademas, en estas muestras, los mutantes TIGR4-
NR y TIGR4AdiiA (IC: 10° - 10* en ambos casos) mostraron una atenuacién en

virulencia aun mas marcada (Figura 20).
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Figura 20. Determinacion de la virulencia de los mutantes en DiiA utilizando un modelo murino de
neumonia invasiva. Se representan los valores de los indices de competitividad (IC) de los mutantes en
muestra de pulmén (A) y sangre (B). Cada cuadrado representa un ratén, mientras que las barras
horizontales representan la media. *: P < 0.05; **: P < 0.01.

3.1.3. Papel de DiiA en sepsis

Finalmente, la cantidad de bacteria recuperada de sangre tras inoculacion IP de los
mutantes TIGR4-R2 y TIGR4-NR fue significativamente menor respecto de la cepa
TIGR4-R1R2 (P = 1.8 x 10™* y P = 2.8 x 10™, respectivamente; prueba t de Student). EI
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mutante de delecidn completo present6 un descenso drastico en virulencia hasta el punto

de ser préacticamente indetectable en sangre (IC < 10°) (Figura 21).
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Figura 21. Determinacion de la virulencia de los mutantes en DiiA utilizando un modelo murino de
sepsis. Se representan los valores de los indices de competitividad (IC) de los mutantes en muestra de
sangre. Cada cuadrado representa un ratdn, mientras que las barras horizontales representan la media.
**%: P <0.001.

3.2. Union de DiiA a biomoléculas del hospedador

Considerando la implicacion de la proteina DiiA en patogénesis, se estudio la
interaccién con moléculas del hospedador mediante SPR. Para ello, se inmobilizaron en
chips independientes las proteinas purificadas DiiA-R1R2 y DiiA-NR en una cantidad
que producia 55.0 UR. Utilizando estos chips, se cuantificd la unién a ocho moléculas
de matriz extracelular y cuatro proteinas séricas de mamiferos presentes en el
hospedador. Diez moléculas mostraron una unién débil (UR < 3) en los dos chips,
semejante a la obtenida para el control BSA (Figura 22). Sin embargo, Clg y hLf se
unieron a ambas versiones de DiiA dando una sefial muy alta (UR > 50) (Figura 22).

Este dato indicaba que la region del tallo de DiiA era la que interacciona con Clg y hLf.
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Figura 22. Interaccion entre DiiA-R1R2 y las moléculas del hospedador medidas mediante resonancia de
plasmones de superficie. UR: unidades de respuesta.

Ademas, se probaron diferentes concentraciones de Clg y hLf para caracterizar
cinéticamente en detalle la union a DiiA. Este andlisis de cuantificacion mostré que Clg

y hLf se unfan a DiiA con unos valores de Kp de 4.6 x 107 (UR? = 1.59; analisis Chi-
cuadrado) y 2.7 x 10° (UR? = 1.21; anlisis Chi-cuadrado), respectivamente (Figura

23). Este experimento se llevo a cabo con ambos chips, siendo los valores de afinidad
practicamente idéntincos en ambos casos. Clg y hLf se unen, por tanto, con una afinidad

especifica tipica de factores de virulencia (\Voss et al., 2013) (Binsker et al., 2017).
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Figura 23. Interaccion de DiiA-R1R2 con proteinas del hospedador por resonancia de plasmones de
superficie. Multiples ciclos de unién a colageno (CI) (A) y hololactoferrina (hLf) (B) durante 120 y 90 s,
respectivamente. Las concentraciones de Cl y hLf estan indicadas. UR: unidades de resonancia.

3.3. Participacién de DiiA en la evasion del sistema inmunitario

Puesto que una actividad a distintos niveles se ha descrito para varios factores de
virulencia de neumococo, incluida la interaccién con el sistema del complemento
(Ramos-Sevillano et al., 2015), se planted la hipotesis de que DiiA también pudiera
presentar este rasgo. En primer lugar se analizé si DiiA participaba directamente en la
evasion de la inmunidad mediada por el sistema del complemento. Para ello se estudio
el reconocimiento por el componente C3b en las cepas TIGR4 y TIGR4AdiiA. Sin
embargo, no se observaron diferencias en el depdsito de C3b entre las dos cepas (Figura
24).
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Figura 24. Dep6sito de C3b sobre las cepas TIGR4 y TIGR4AdiiA. Las barras de error representan la

desviacion estandar.

A pesar de ello y para describir la posible implicacion de Lf en el depdsito de C3b

sobre la bacteria como ya se habia descrito previamente (Rainard, 1993), se llevaron a

cabo ensayos en los que se utilizaron distintas concentraciones de aLf y hLf. Como

control positivo, se utilizo el mutante de delecion ApspA, ya que se ha caracterizado la

interaccion entre Lf y esta proteina (Hammerschmidt et al., 1999; Shaper et al., 2004).

Sin embargo, la presencia de aLf no modificé la cantidad de C3b sobre ninguna de las

cepas de manera significativa (Figura 25).
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Figura 25. Reconocimiento de las cepas TIGR4 silvestre (A), TIGR4AdiiA (B), TIGR4ApspA (C) y
TIGR4AdiiApspA (D) por parte de C3b en presencia de apolactoferrina (aLf) a distintas concentraciones
(ng/ml). Las barras de error representan la desviacion estandar.
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Por el contrario, la presencia de hLf redujo la acumulacion de C3b sobre la cepa
silvestre de manera estadisticamente significativa (P < 0.01; prueba t de Student)
(Figura 21A). Este efecto se revirtio en los mutantes sencillos TIGR4AdiiA y
TIGR4ApspA asi como en el mutante doble (Figura 26 B-D). Estos resultados
confirman que la unién de neumococo a hLf a través de las proteinas DiiA y PspA
permite evadir la inmunidad mediada por el sistema del complemento, contribuyendo
asi a la virulencia del microorganismo. Estos resultados son de gran interes, ya que la Lf
se encuentra disponible tanto en el tracto respiratorio como en la circulacién sistémica,
por lo que la unién a esta proteina del hospedador serviria a neumococo para escapar al
reconocimiento de un componente clave de la RIl y RIA como es el sistema del

complemento.
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Figura 26. Reconocimiento de las cepas TIGR4 silvestre (A), TIGR4AdIiiA (B), TIGR4ApspA (C) y
TIGR4AdiiApspA (D) por parte de C3b en presencia de hololactoferrina (hLf) a distintas concentraciones
(ng/ml). Las barras de error representan la desviacion estdndar. **: P < 0.01; ***: P < 0.001.
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3.4. Interaccion de S. pneumoniae con células del epitelio pulmonar mediada por
DiiA
En primer lugar se comparo la adhesion a células A549 entre el mutante que contiene
la version completa de la proteina y el mutante carente de DiiA. Los resultados
obtenidos mostraron una mayor interaccion de neumococo con el epitelio pulmonar en
ausencia de DiiA (P < 0.001) (Figura 27). Estas diferencias relacionadas con el menor
reconocimiento de neumococo cuando DiiA esta presente, por parte del epitelio
pulmonar, pueden ser importantes desde una perspectiva inmunologica, ya que podria
permitir a la bacteria evadir o al menos retrasar la activacion celular del Sl en el sitio de
infeccion.
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Figura 27. Adhesién de TIGR4-R1R2 y TIGR4AdiiA a células A549. Las barras de error representan la
desviacion estandar. ***: P < 0.001.

Puesto que la proteina DiiA esta implicada en establecimiento de la neumonia
neumococica y en el proceso de diseminacion a circulacion sistémica desde el tracto
respiratorio inferior, y teniendo en cuenta que la Lf se encuentra presente en las
secreciones de esta localizacion (Jeffery, 1987), se estudio la implicacion de DiiA a
través de Lf en la interaccion de neumococo con las células del epitelio pulmonar.

Cuando se repitieron los experimentos en presencia de aLf y hLf a distintas
concentraciones, no se observaron diferencias en la capacidad de adhesion debido a la
proteina DiiA en las cepas estudiadas (Figura 28). Estos resultados indican que la
captacién de Lf en cualquiera de sus dos versiones analizadas, no parece tener ningin

efecto a nivel de la interaccion de neumococo con el epitelio pulmonar.
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Figura 28. Adhesidn de las cepas TIGR4 (A, C) y TIGR4AdiiA (B, D) a células A549 previa exposicion
a apolactoferrina (aLf) y hololactoferrina (hLf) en distintas concentraciones. Las barras de error
representan la desviacién estandar.

4. RESPUESTA INMUNOGENICA GENERADA POR DiiA

Las proteinas de superficie de neumococo implicadas en virulencia constituyen
posibles antigenos vacunales empleados en el desarrollo de vacunas alternativas frente a
neumococo (Kono et al., 2011; Ricci et al., 2011). De hecho, la proteina DiiA cumple
los principales requisitos aceptables para desarrollar una respuesta inmunitaria
protectora con fines biomeédicos: (1) ser una proteina de superficie; (2) formar parte del
genoma nucleo de la especie; (3) mostrar baja variabilidad alélica; (4) estar implicada
en procesos de virulencia; y (5) ser inmunogénica. Para evaluar el potencial de la
proteina DiiA como uno de estos antigenos, se estudid la capacidad inmunogénica a

distintos niveles tanto de la proteina completa como de su version sin repeticiones.

4.1. Prediccion in silico de la inmunogenicidad de DiiA

En primer lugar se llevd a cabo un andlisis basado en vacunologia reversa para
conocer los posibles epitopos de DiiA. Segin NetTepi, SVMTriP, GenScript y el

algoritmo de Kolaskar y Tongaonkar, el area de las repeticiones contenia entre el 50 y el

83



Resultados

100% de los residuos implicados en inmunogenicidad, mientras que para BepiPred-2.0
la prediccion era solo del 35% (Figura 29). Sin embargo, las repeticiones mostraron una
inmunogenicidad 2.2 veces superior respecto a lo esperado tras normalizar por longitud
(P < 0.001; andlisis de Chi-cuadrado), quiza debido a que esta zona era también menos
hidrdfila que la region NR.
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Figura 29. Organizacion de los dominios de DiiA y de sus predicciones epitopo/inmunogenicidad.
4.2. Respuesta de inmunoglobulinas tras inmunizacion intraperitoneal

Para confirmar experimentalmente estas predicciones, se inmunizd a ratones por via
IP con 10 pg de DiiA-R1IR2 o DiiA-NR, y se cuantifico su reactividad frente a las
variantes DiiA-R1R2, DiiA-R2 y DiiA-NR mediante ELISA (Figura 30). Como
controles, se tomaron los sueros de ratones no tratados o tratados solo con el adyuvante.
En todos los casos los valores del suero de animales tratados solo con el adyuvante fue
practicamente idéntico al del suero de los ratones no tratados, lo que indicaba que el
hidroxido de aluminio no estimuld significativamente la produccion de
inmunoglobulinas por si mismo (Corsini et al., 2016). Por otro lado, los valores de
inmunoglobulinas de tipo 1gG del suero de animales tratados solo con el adyuvante
fueron significativamente inferiores a los del suero de los ratones inmunizados bien con
DiiA-R1R2 o con DiiA-NR viéndose afectadas todas las subclases. A su vez, los sueros
de los ratones inmunizados con DiiA-R1R2 presentaron valores significativamente

superiores - principalmente para 1gG2a, 1gG2b e IgG3 - a los sueros de los ratones
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inmunizados con DiiA-NR (P < 0.01; prueba t de Student). Por lo tanto, las repeticiones
ejercian un efecto inmunomodulador en la produccion de anticuerpos. Es importante
destacar ademas que se observO reactividad cruzada entre el suero de los ratones
inmunizados con DiiA-R1R2 y la proteina truncada DiiA-R2.
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Figura 30. Capacidad de unién de los anticuerpos generados tras la inmunizacién IP con 10 pg/dosis de
las proteinas recombinantes purificadas de DiiA a las propias variantes. Reconocimiento de DiiA-R1R2
(columna A), DiiA-R2 (columna B) y DiiA-NR (columna C) por tipos y subtipos de 1gG. Los asteriscos
hacen referencia a la comparacidon estadistica entre ratones inmunizados con DiiA-R1R2 (linea azul) y
con DiiA-NR (linea naranja). Control 1 (linea verde), suero de ratones tratados solo con adyuvante;
Control 2 (linea gris) suero de ratones no tratados. Las barras de error representan la desviacion estandar.
** P <0.01; ***, P <0.001.

La capacidad del suero para reconocer a DiiA se verificO mediante western blot. El

anti-suero fue capaz de reconocer 16 nanogramos de la variante DiiA-R1R2 purificada,
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una cantidad equivalente a un reconocimiento sensible de los anticuerpos por esta

técnica en condiciones estandar (Figura 31).

DiiA-R1R2 purificada (ng)
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Figura 31. Western blot de diluciones 1:5 seriadas de proteina purificada testada con suero de raton
inmunizado con DiiA-R1R2 a una dilucion 1/500.

4.3. Funcionalidad de los anticuerpos generados tras inmunizacion intraperitoneal

Teniendo en cuenta que la inmunizacion IP con DiiA produce anticuerpos que
reconocen DiiA-R1R2, el siguiente objetivo fue determinar si estos anticuerpos
producidos eran funcionalmente activos para activar el sistema del complemento. Para
ello, se incubaron distintas cepas de neumococo en presencia de suero de ratones
tratados solo con el adyuvante y suero de ratones inmunizados con variantes de DiiA.
En dos de las tres cepas, la presencia de los sueros de ratones inmunizados incrementd
el deposito de C3b sobre la superficie bacteriana de manera significativa (P < 0.01 para
la cepa TIGR4 y P < 0.001 para la cepa 48; prueba t de Student) (Figura 32A, B). Esto
indicaba que la inmunizacién con la proteina DiiA favorecia la activacion del sistema
del complemento en cepas que poseian el alelo largo. La excepcion fue en la cepa 957

perteneciente al serotipo 3 (Figura 32C).
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Figura 32. Dep6sito del componente C3b del complemento sobre la superficie bacteriana en presencia de
distintos sueros de raton. Se representan los valores de citometria de flujo como porcentaje del indice
relativo de fluorescencia (IRF) para las cepas TIGR4 de serotipo 4 (A), 48 de serotipo 23F (B) y 957 de
serotipo 3 (C). A modo de ejemplo se presenta un histograma de la cepa 48 (D). Las barras de error
representan la desviacién estandar. **, P < 0.01; *** P < 0.001.

4.4. Repuesta inmunitaria a nivel celular tras inmunizacion intraperitoneal

La activacion de la respuesta celular es importante como mecanismo de defensa
frente a la infeccion neumocécica (Marques et al., 2012; Khan y Pichichero, 2013; Van
Maele et al., 2014). Por ello se llevé a cabo un recuento de linfocitos CD-3, CD-4 y
CD-8 del bazo de ratones no tratados, tratados con solo con el adyuvante e inmunizados
con DiiA-R1R2. Los resultados confirmaron que la inmunizacion con la proteina DiiA
no afectaba a la proporcion de diferentes poblaciones de células T en comparacion con

los ratones no tratados o tratados solo con el adyuvante (Figura 33).
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Figura 33. Porcentaje de células T en respuesta a la inmunizacion con DiiA. La respuesta se representa
como la proporcién de linfocitos CD3, CD4 y CD8 en ratones no tratados (barras grises), tratados con
aluminio (barras verdes) e inmunizados con R1R2 (barras azules). Las barras de error representan la
desviacion estandar. Los datos corresponden a tres experimentos independientes.

4.5. Respuesta de inmunoglobulinas tras inmunizacion intranasal

Considerando que la inmunizacion IN con otras proteinas de S. pneumoniae induce la
produccién de inmunoglobulinas a nivel de mucosas (Khan y Pichichero, 2013) y que se
habia confirmado la actividad antigénica de DiiA en suero, se analizaron los niveles de
IgG totales e IgA en el LNF en ratones inmunizados por via IN. Para ello, se llevo a
cabo un lavado nasofaringeo en los ratones 7 dias después de la ultima dosis de
inmunizacion. Estas muestras se analizaron por ELISA para evaluar su reactividad
cruzada con las distintas variantes purificadas de DiiA. En términos generales, los
niveles de Ig fueron méas modestos tras la inmunizacion IN (DOsg, < 0.5) que tras la
inmunizacion IP (DOgg, < 3). Los niveles de anticuerpos presentes en el LNF de los
animales tratados solo con el adyuvante o inmunizados con DiiA-NR fueron
practicamente indetectables. Sin embargo, la inmunizacion con DiiA-R1R2 dio lugar a
niveles de IgG totales e IgA significativamente superiores a los obtenidos tras la

inmunizacion con DiiA-NR a dilucion 1/270 o mas concentradas (Figura 34).
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Figura 34. Capacidad de union de los anticuerpos generados tras la inmunizacién IN con 20 pg/dosis de
las proteinas recombinantes de DiiA a las mismas variantes. Reconocimiento de DiiA-R1R2 (columna A),
DiiA-R2 (columna B) y DiiA-NR (columna C) por IgG totales e IgA. Los asteriscos hacen referencia a la
comparacion estadistica entre ratones inmunizados con DiiA-R1R2 (linea azul) y con DiiA-NR (linea
naranja). El grupo de ratones tratados solo con el adyuvante fue utilizado como grupo control (linea
verde). Las barras de error representan la desviacion estandar. *, P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001.

5. EVALUACION DE LA INMUNOPROTECCION CONFERIDA POR DiiA

5.1. Proteccion frente a sepsis por S. pneumoniae tras inmunizacion intraperitoneal

Una vez confirmada la inmunogenicidad de DiiA a nivel sistémico con las distintas
variantes de DiiA, se llevaron a cabo ensayos para determinar la actividad protectora en
animales. En el caso de TIGR4 se utiliz6 una primera pauta de inmunizacion con 10
pg/dosis, igual a la que se utilizd para determinar los niveles de anticuerpos en suero. Se
obtuvo asi una supervivencia del 20% a los 7 dias en los grupos de ratones inmunizados
con DiiA-R1R2 y DiiA-NR aunque la diferencia fue estadisticamente significativa solo
para el grupo de ratones inmunizados con DiiA-NR (P = 0.038; prueba log-rank de
Mantel-Cox) (Figura 35A). Ademas, el nimero de bacterias en sangre a las 24 h fue
significativamente menor (P = 0.003; prueba t de Student) en aquellos ratones
inmunizados con DiiA-NR respecto al grupo de ratones tratados solo con el adyuvante
(Figura 35B).
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Figura 35. Proteccidn frente a la sepsis heumocdcica producida por la cepa TIGR4 (serotipo 4) mediante
inmunizacién por via IP con 10 pg/dosis de DiiA. (A) Curva de supervivencia de ratones vacunados y
posteriormente infectados. (B) Recuento de bacterias viables recuperadas de sangre. Cada simbolo del
diagrama se corresponde con un ratén, de tal manera que los circulos en verde representan ratones
tratados solo con el adyuvante, los cuadrados en azul ratones inmunizados con DiiA-R1R2 y los
tridngulos en naranja ratones inmunizados con DiiA-NR. El grupo de ratones tratados solo con el
adyuvante fue utilizado como grupo control. Dosis letal utilizada de la cepa TIGR4 1.25 x 10° UFC/ratén.
Las barras de error representan la desviacion estandar. **, P < 0.01.

Debido a la limitada respuesta protectora obtenida con la pauta de 10 pg/dosis, se
incremento la cantidad de proteina por dosis, algo que ya se habia realizado en otros
estudios con resultados satisfactorios (Corsini et al., 2016). Al duplicar la cantidad de
proteina utilizada para la inmunizacion, el grado de proteccién en los ratones
inmunizados con DiiA-R1R2 se incremento hasta el 80% a las 48h y el 60% a las 120h
(P = 0.0009; prueba log-rank de Mantel-Cox) (Figura 36A). Este nivel de proteccion es
similar al obtenido con otras proteinas aceptadas como inmunoprotectoras frente a
neumococo (Glover et al., 2008). Ademas, en el grupo de ratones inmunizados con
DiiA-R1R2 se redujo el nimero de bacterias en sangre a las 24 h de forma significativa

respecto al grupo control (P = 0.012; prueba t de Student) (Figura 36B). Este efecto se

90



Resultados

ha descrito para otras proteinas combinadas con el mismo adyuvante (Gianfaldoni et al.,
2007). En resumen, la capacidad protectora de DiiA-R1R2 frente a sepsis neumococica

por la cepa TIGR4 era dependiente de dosis.
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Figura 36. Proteccion frente a la sepsis neumocdécica producida por la cepa TIGR4 (serotipo 4). A: Curva
de supervivencia de ratones infectados tras inmunizacién IP con 20 pg/dosis. B: Recuento de bacterias
viables recuperadas de sangre. Cada simbolo del diagrama se corresponde con un ratén, de tal manera que
los circulos en verde representan ratones tratados solo con el adyuvante, los cuadrados en azul ratones
inmunizados con DiiA-R1R2 y los tridngulos en naranja ratones inmunizados con DiiA-NR. El grupo de
ratones tratados solo con el adyuvante fue utilizado como grupo control. Dosis letal utilizada de la cepa
TIGR4 1.25 x 10° UFC/ratén. Las barras de error representan la desviacion estandar. *, P < 0.05; ** P <
0.01.

Teniendo en cuenta los resultados positivos obtenidos con 20 pg/dosis de DiiA-
R1R2 frente a la cepa TIGR4, se volvieron a inmunizar ratones solo con esta variante de
la proteina con el proposito de estudiar si el efecto protector era extrapolable a otros
linajes de neumococo. La sepsis con la cepa 48 (serotipo 23F) fue letal a las 30 h
(Figura 37A) y Unicamente se pudo observar un descenso de UFC estadisticamente
significativo en el grupo inmunizado a las 6 horas (P = 0.018; prueba t de Student)
(Figura 37B).
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Figura 37. Proteccién frente a la sepsis neumocécica producida por la cepa 48 (serotipo 23F). A: Curva
de supervivencia de ratones infectados tras inmunizacién IP 20 pg/dosis. B: Recuento de bacterias viables
recuperadas de sangre. Cada simbolo del diagrama se corresponde con un raton, de tal manera que los
circulos en verde representan ratones tratados solo con el adyuvante y los cuadrados en azul ratones
inmunizados con DiiA-R1R2. EI grupo de ratones tratados solo con el adyuvante fue utilizado como
grupo control. Dosis letal utilizada de la cepa 48: 1 x 10° UFC/ratén. Las barras de error representan la
desviacion estandar. *, P < 0.05.

5.2. Proteccion frente a neumonia bacteriémica por S. pneumoniae tras

inmunizacién intraperitoneal

Neumococo es la primera causa de neumonia adquirida en la comunidad, con un
elevado coste social y econdmico para los sistemas nacionales de salud. Con el objetivo
de prevenir este tipo de infeccion y en base a los resultados obtenidos en sepsis para
TIGR4, se analiz6 la capacidad protectora de DiiA frente a la neumonia bacteriémica
por dicha cepa. Tras una pauta IP con 20 pg/dosis de DiiA-R1R2, no se obtuvo
proteccion a los 7 dias (Figura 38A). Ademas, aunque a las 24 h se observé un 20% mas

de supervivencia en el grupo de ratones inmunizados con DiiA-R1R2 en comparacion
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con el grupo de ratones control, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en el nimero de bacterias en sangre a este tiempo cuando se compararon
los dos grupos de estudio (P = 0.903; prueba t de Student) (Figura 38B). Estos datos
indicaban que DiiA no protegia frente a la neumonia bacteriémica, al menos bajo las
condiciones testadas.
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Figura 38. Proteccién frente a la neumonia bacteriémica producida por la cepa TIGR4 (serotipo 4). A:
Curva de supervivencia de ratones infectados tras inmunizacion IP con 20 pg/dosis. B: Recuento de
bacterias viables recuperadas de sangre. Cada simbolo del diagrama se corresponde con un ratén, de tal
manera que los circulos en verde representan ratones tratados solo con el adyuvante y los cuadrados en
azul ratones inmunizados con DiiA-R1R2. El grupo de ratones tratados solo con el adyuvante fue
utilizado como grupo control. Dosis infectiva utilizada de la cepa TIGR4 8.4 x 10% UFC/m. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

5.3. Proteccion frente a neumonia bacteriémica por S. pneumoniae tras

inmunizacion intranasal

Para mejorar los resultados obtenidos en el apartado anterior y tras observar que la
inmunizacion IN generaba una respuesta de anticuerpos a nivel de mucosas, se estudid

la posibilidad de proteccién frente a neumonia bacteriémica en ratones previamente
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inmunizados por la via IN. Para ello, se infectaron ratones segun el modelo de
neumonia bacteriémica con TIGR4 a los que se habia sometido previamente a la pauta
de inmunizacion de 20 pg/dosis/raton. Sin embargo, en este caso solo se obtuvo un 10%
de supervivencia en los ratones inmunizados con DiiA-R1R2 (Figura 39A) y ademas no
se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de bacterias en
sangre a las 24 h (P = 0.815; prueba t de Student) (Figura 39B). Estos resultados
indicaban que la inoculacion de DiiA no conferia proteccién frente a neumonia

bacteriémica, al menos a dosis de 20 pg.
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Figura 39. Proteccién frente a la neumonia bacteriémica producida por la cepa TIGR4 (serotipo 4). A:
Curva de supervivencia de ratones infectados tras inmunizaciéon IN con 20 pg/dosis. B: Recuento de
bacterias viables recuperadas de sangre. Cada simbolo del diagrama se corresponde con un ratén, de tal
manera que los circulos en verde representan ratones tratados solo con el adyuvante y los cuadrados en
azul ratones inmunizados con DiiA-R1R2, El grupo de ratones tratados solo con el adyuvante fue
utilizado como grupo control. Dosis infectiva utilizada de la cepa TIGR4 8.4 x 10® UFC/ml. Las barras de
error representan la desviacion estandar.
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5.4. Proteccion frente a colonizacion por S. pneumoniae tras inmunizacion

intranasal

Teniendo en cuenta que en la mayoria de las cepas de S. pneumoniae el paso previo a
la infeccién es la colonizacion (Simell et al., 2012; Henriques-Normark y Toumanen,
2013) y que la inmunizacion IN con 20 pg/dosis/raton del fragmento DiiA-R1R2
estimulaba la produccion de inmunoglobulinas a nivel de nasofaringe, se analizé la
capacidad de DiiA-R1R2 para disminuir el grado de colonizacion nasofaringea
mediante inmunizacion IN con esta pauta. Para ello, tras la vacunacién con la proteina,
se inoculd a los dos grupos de ratones con una dosis de la cepa TIGR4 que permitia
colonizacién de la nasofaringe pero no infeccién sistémica (Ramos-Sevillano et al.,
2011). Después de cinco dias tras la inoculacion con neumococo, los niveles bacterianos
en el LNF de ratones inmunizados con DiiA-R1R2 (4.02 log/ml) disminuyeron en mas
de un orden de magnitud en comparacion con el grupo control (2.97 log/ml) (P = 0.039,
prueba t de Student) (Figura 40), en concordancia con estudios realizados con otras
proteinas (Khan y Pichichero, 2013; Wu et al., 2014). Es destacable que en dos de los
ratones inmunizados con DiiA-R1R2 se erradico por completo el estado de portador.
Estos resultados indicaban que la inmunizacion IN con DiiA-R1R2 disminuia el grado

de colonizacion por S. pneumoniae a nivel nasofaringeo.
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Figura 40. Recuento de bacterias viables recuperadas de la nasofaringe de los ratones colonizados con
TIGR4 previa pauta de inmunizacion 20 pg/dosis. Cada simbolo del diagrama se corresponde con un
raton, de tal manera que los circulos en verde representan ratones tratados solo con el adyuvante y los
cuadrados en azul ratones inmunizados con DiiA-R1R2. El grupo de ratones tratados solo con el
adyuvante fue utilizado como grupo control. Dosis infectiva utilizada de la cepa TIGR4 2.8 x 10°
UFC/ml. Las barras de error representan la desviacion estandar. *, P < 0.05.
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1. DiiA ES UNA ADHESINA ESPECIFICA DE S. PNEUMONIAE

S. pneumoniae es uno de los patdégenos humanos mas importantes, siendo la principal
causa de neumonia, meningitis, bacteriemia, sinusitis y otitis media aguda. La
enfermedad neumocdcica se produce cuando la bacteria, tras colonizar la nasofaringe,
accede a otros organos y desde éstos al torrente sanguineo para alcanzar localizaciones
mas profundas. Las proteinas de superficie son importantes en distintas etapas de la
patogénesis producida por S. pneumoniae.

En esta Tesis Doctoral se han analizado aspectos fundamentales y clinicos de una
proteina de funcidn desconocida codificada por el locus sp1992 de la cepa TIGR4 de S.
pneumoniae, nombrada aqui como DiiA (Dimorphic-invasive-involved-protein A).
Segun analisis computacionales con bases de datos y experimentos moleculares con
aislados clinicos, el gen diiA es especifico de neumococo y presenta dos variantes
alélicas de diferente longitud (993 o 744 pb), como las que se encuentran en las cepas
TIGR4 y D39, codificando proteinas de 330 o 247 residuos, respectivamente. Una
fuerte variabilidad alélica se ha descrito en otras proteinas de superficie de neumococo.
Este es el caso de PspA, que presenta tres familias con 6 clados en total (Hollingshead
et al., 2000), o PspC, que presenta un alto grado de mosaicismo con hasta 11
combinaciones diferentes de segmentos proteicos (lannelli et al., 2002). La presencia de
terminadores en las regiones 3y 5 indica que el transcrito de ambas versiones del gen
diiA es monocistronico. Este resultado sugiere que DiiA no estd implicada en la
fisiologia global celular (funciones metabdlicas), como se ha descrito para otros factores
de virulencia (Hava y Camilli, 2002).

Se ha detectado computacionalmente un dominio LPXTG en el extremo C-terminal
de la proteina DiiA por el que esta se ancla a la pared celular. Otras proteinas que
presentan este motivo de anclaje en S. pneumoniae son la neuraminidasa NanA (Camara
et al., 1994), la serin proteasa PrtA (Bethe et al., 2001) y la hialorunidasa Hyl
(Jedrzejas, 2001). El resto de la proteina DiiA quedaria expuesto al exterior celular, lo
que justifica que en estudios de ANTIGENoma se detectaran anticuerpos frente a esta
proteina en sueros de pacientes sanos y convalecientes (Giefing et al., 2008). En la
seccidn expuesta se localiza el dominio DUF1542 con estructuras coiled-coil, también
presentes en otras proteinas de neumococo como PspA (Yother y Briles, 1992). Al
observar la presencia de dichas estructuras, se confirmé la capacidad de oligomerizacion

de DiiA, lo cual permite a la proteina formar estructuras mas complejas. La relevancia
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de este hecho, al igual que lo observado en la proteina M1 en S. pyogenes, radica en que
permitiria concentrar varios sitios de union a una determinada molécula del hospedador,
lo que incrementaria la capacidad de reconocimiento de ligandos de la proteina
mediante un modelo de entrecruzamiento caracteristico (Macheboeuf et al., 2011).
Otros rasgos tipicos que confieren los dominios coiled-coil a las proteinas son la
exposicion y la flexibilidad (Phillips et al., 1981), lo que favorece también el
reconocimiento de ligandos en el hospedador. EI dominio DUF1542 es exclusivo dentro
de las proteinas tipo DiiA. En la regién N-terminal de DiiA se localizan dos repeticiones
(anotadas como dominios B_02864) constituidas por 37 residuos que comparten un
51% de identidad y para las que se predice una estructura de lamina-B. Estas
repeticiones han sido designadas como R1 y R2, estando ambas presentes en la proteina
codificada por el alelo largo y Unicamente R2 en la proteina codificada por el alelo
corto. La secuencia de estos motivos repetidos no se asemeja a la de otras repeticiones
presentes en proteinas de superficie de neumococo como PspC (Brooks-Walter et al.,
1999) o PavB (Jedrzejas, 2007).

Segun recientes observaciones publicadas, las repeticiones de DiiA podrian
pertenecer a una familia de motivos denominada MiiA (Multiarchitecture invasion-
involved motif A) en el que las repeticiones suelen ir precedidas por regiones coiled-coil
cortas, lo que sugiere la existencia de una unidad funcional superior a las repeticiones
de MiiA. Esto podria dar lugar a una duplicacion del motivo con el objetivo de
conseguir un plegamiento tipo sandwich constituido por una doble lamina-f, similar al
que se observa en las inmunoglobulinas (Martin-Galiano, 2017). Este tipo de
plegamiento es recurrente en interacciones moleculares y se encuentra a menudo en
adhesinas (Vengadesan y Narayana, 2011). Concretamente, algunas estructuras en
laminas-B se han relacionado con el reconocimiento de carbohidratos asociado a
virulencia, como el acido sialico en receptores plaquetarios y del epitelio respiratorio.

La topologia de DiiA (elemento de anclaje, tallo y region distal con repeticiones) es
tipica de adhesinas (Koretke et al., 2006) como, por ejemplo, la proteina YadA de
Yersinia pestis. YadA se ancla a la membrana mediante ldminas-p, se proyecta al
exterior gracias a estructuras coiled-coil - que ademas se unena FH y C4BP - yen la
region mas expuesta posee pequefias ldminas-p agrupadas en forma de barril que se
unen a colageno (Mikula et al., 2012). Para obtener informacion estructural adicional de
DiiA, se trato de obtener la estructura de la proteina experimentalmente en colaboracion

con el grupo del Dr. Hermoso (Instituto Rocasolano de Fisico-Quimica, CSIC) sin éxito.
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Probablemente, fue la potencial flexibilidad de la region lo que impidié obtener cristales
de alta calidad. En el futuro, seria conveniente intentar cristalizar DiiA en presencia de
alguno de sus ligandos, de manera que se consiga una mayor estabilidad de la proteina
(Hassell et al., 2007).

Aungue DiiA solo tiene en comun con las proteinas Rib de S. agalactiae y M de S.
pyogenes el dominio de anclaje LPXTG, se ha descrito que estas dos proteinas presentan
también repeticiones que aumentan el namero de grupos de union localmente por el
ligando. Esto favorece la interaccidon con receptores al aumentar la afinidad, siendo la
secuencia caracteristica repetida en cada caso la que determine una funcién especifica
de la proteina (Dombek et al., 1999; Baron et al., 2004). Esta variacion en las
repeticiones no solo afecta a la funcion, sino también a la capacidad inmunogénica de
las proteinas (Gravekamp et al., 1997), por lo que el numero final de repeticiones es la
resultante del incremento en la afinidad, por un lado, y evitar una excesiva visibilidad
por parte del sistema inmunitario del paciente, por otro. Por esta razon, el nimero de
repeticiones de DiiA podria no haber sido superior a las dos presentes en el alelo largo.
En el caso de proteinas similares a DiiA presentes en especies genéticamente mas
proximas a S. pneumoniae, como son S. pseudopneumoniae y S. mitis, las repeticiones
muestran también un elevado grado de divergencia (< 50% de identidad). En el caso de
S. mitis, la variabilidad en el nimero de repeticiones es también superior, pudiendo
llegar a ser de hasta 10. Estas caracteristicas indican que la generacion de este tipo de
proteinas se deben inicialmente a una transferencia horizontal de genes que
posteriormente han experimentado procesos de recombinacion y duplicacion de
diferentes secciones (Chothia et al., 2003). Esta teoria se refuerza por el hecho de que
mddulos promiscuos de anclaje a pared, como el LPXTG (presente en DiiA), exponen
secciones con repeticiones en tandem que tienden a recombinar entre ellas (Schneewind
et al., 1993). De este modo, las bacterias patdgenas son capaces de generar nuevos
factores de virulencia, que pueden ser conservados por presion selectiva, sin necesidad
de sintetizarlos completamente ab initio (Rask et al., 2010). S. pneumoniae es
considerado un clon ancestral del complejo S. mitis que se ha adaptado progresivamente
a la patogénesis, invasiva y no invasiva, por la adquisicion de una serie de factores de
virulencia (Donati et al., 2010). Por tanto, el gen ancestral similar a diiA en el complejo
S. mitis puede haberse escindido y transpuesto al espacio genémico delimitado por tatD
y rpmH de S. pneumoniae al inicio de la formacion de la rama evolutiva de neumococo

seguido de eventos de recombinacion y mutacion hasta dar lugar al gen definitivo diiA.
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Ademas, las diferencias entre DiiA y el resto de proteinas descritas indican que, aunque
pudieran poseer actividades relacionadas, presumiblemente cada una presenta una
funcion especifica. Por todo ello, estas deberian de ser consideradas como familias que
no comparten una relacion de ortélogos con DiiA, de tal manera que esta Gltima haya
sido adquirida directamente, y no verticalmente por especiacion, para ejercer funciones
particulares en S. pneumoniae. El hecho de que diiA pertenezca al genoma nulcleo
(Hiller et al., 2007) y la ausencia de homologos en especies cercanas califican a este gen
como un marcador inequivoco de S. pneumoniae.

Teniendo en cuenta que DiiA es un factor de virulencia especifico de neumococo, la
expresion de esta proteina podria estar regulada bajo unas circunstancias muy precisas
(Hava et al., 2003). Probablemente haya sido ésta la razén por la cual no se haya
conseguido detectar diferencias en la expresion de DiiA entre el mutante y la cepa
silvestre por western blot a pesar de probar distintos medios, fases de crecimiento,
sueros y fracciones, como se ha descrito para proteinas de superficie de la especie
Streptococcus gordonii (Davies et al., 2009). En el caso concreto de DiiA tres anti-
sueros diferentes fueron utilizados: uno de conejo obtenido a partir de péptido
inmunogénico (producto de GenScript), otro de conejo a partir de la banda de extraccion
(producto de Davis biotechnologie), y uno de ratén a partir de proteina nativa purificada
obtenido en nuestras instalaciones. Aunque todos los antisueros reconocieron la proteina
recombinante purificada, no fue posible detectar DiiA en muestras biologicas mas
complejas. Las condiciones de crecimiento incluyeron tres medios semisintéticos
diferentes: AGCH, Todd-Hewitt con extracto de levadura y Mueller-Hinton (con suero
y sin suero bovino fetal). Los muestras fueron tomadas en fases de crecimiento
exponencial: temprana (DOgzo = 0.2) y tardia (DOg2 = 1.4). Estas muestras incluian el
extracto crudo, paredes celulares, fraccidn citoplasmatica y fraccion secretada. También
se testo la adicion de manganeso tras la cual se incrementaria la transcripcion de diiA
(Rosch et al., 2009). A pesar de ello no se pudieron mimetizar in vitro las condiciones
de expresion in vivo. Sin embargo, el niumero de lecturas obtenidas por RNA-Seq
comenzando 70 pb por delante al coddn de inicio propuesto es 4 veces mas que la media
de las lecturas obtenidas de zonas intragénicas en el genoma de neumococo (datos no
mostrados). Esto indica que diiA puede ser traducido desde la posicién propuesta a
niveles moderados. Varios factores pueden dar lugar al hecho de que no fuera posible
detectar DiiA en condiciones de laboratorio, entre ellos se encuentran la ausencia de un

sitio consensuado para la union al ribosoma, la utilizaciébn de un uso de codones
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subdéptimo (Mir et al., 2012) y un estrecho control de la expresion bajo determinadas
condiciones espaciotemporales durante la infeccion (Hava et al., 2003).

La técnica de western blot no es la Unica utilizada para detectar la expresion de una
proteina sobre la superficie celular. En nuestro caso empleamos la citometria de flujo
con la que se han obtenido buenos resultados previamente para este fin. De hecho, la
utilizacion de suero de raton inmunizado con la version larga de DiiA permitio detectar
la presencia de DiiA en la superficie de la cepa silvestre, pero no de la cepa
TIGR4AdiiA. Sin embargo, es importante matizar, que en el ensayo de citometria de
flujo, de toda la suspension bacteriana analizada, tan solo se detect6 la proteina DiiA en
un 23% de los neumococos silvestres, lo que confirma que la expresion de DiiA en

condiciones in vitro es relativamente muy baja.

2. DiiA RECONOCE MOLECULAS DEL HOSPEDADOR QUE LA HACEN
ESTAR IMPLICADA EN PROCESOS DE PATOGENESIS

Aunque en la literatura no se ha descrito la relacion inequivoca entre la presencia de
un tipo de alelo para un determinado gen y el tipo de infeccion que causa heumococo
(Manso et al., 2014), seria muy util poder establecer este tipo de asociacion para decidir
el tipo de protocolo terapedtico que se le aplica al paciente. Las dos Unicas variantes
aléelicas de diiA en cepas clinicas de S. pneumoniae podrian asociarse a fenotipos
distintos de infeccidn. De hecho las cepas clinicas que presentan la version alélica larga
se correlacionan con enfermedades neumococicas invasivas como la bacteriemia y la
neumonia bacteriémica. La OMS estima que ~1.6 millones de personas, incluidos 1
millon de nifios menores de 5 afios, mueren a causa de la ENI anualmente (WHO,
2007). Ademas, este tipo de enfermedades requieren de un tratamiento con antibidticos
de amplio espectro hasta que los resultados de susceptibilidad antibidtica de la cepa
estén disponibles, asi como de medidas sanitarias de soporte (McCullers y Tuomanen,
2001). A pesar todo, la enfermedad neumocadcica (particularmente la neumonia) puede
ser dificil de confirmar microbiolégicamente, por lo que seria necesario aunar esfuerzos
encaminados al desarrollo de nuevas herramientas diagndsticas de la ENI (Werno y
Murdoch, 2008). En este sentido, la puesta a punto de la deteccion rapida del tipo de
alelo de diiA de forma precisa, barata y sencilla por técnicas moleculares - y en
combinacion con otros genes -, podria ser beneficiosa como herramienta de control de
dicha enfermedad, sobre todo considerando que diiA forma parte del genoma nucleo de

esta especie (Hiller et al., 2007) y que el dimorfismo alélico observado en genomas
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secuenciados es un modelo genérico. Un abordaje de tipificacion mas amplio, que
incluye el andlisis de DiiA y otras proteinas de superficie, ha sido recientemente
publicado con el objetivo de identificar clones virulentos emergentes (Domenech et al.,
2016). Este estudio se apoya en el hecho de que el comportamiento patogénico de
neumococo no depende Unicamente de un solo factor de virulencia, sino de una
coleccion de los mismos.

La variacion alélica de DiiA se correlaciond con el complejo clonal, el tipo de
infeccion y el tipo de paciente. Todos los aislados clinicos pertenecientes a los
complejos clonales altamente virulentos: CC306", CC19'"" y CC289°, los cuales causan
ENI en pacientes sanos jovenes (Grau et al., 2012), presentan el alelo largo. Por el
contrario, aislados de complejos clonales que carecen del alelo que codifica para la
repeticion R1, tienden a infectar a pacientes ancianos o personas con enfermedad de
base como la EPOC (Sanchez et al., 2011). Asi, los datos epidemioldgicos apuntan a
una ventaja relativa en patogenicidad invasiva primaria para clones con alelo largo y un
comportamiento virulento oportunista en aquellos con alelo corto de manera genérica.
Sin embargo, el grado de contribucion de los distintos alelos de DiiA a la invasividad
por diferentes serotipos de neumococo aun debe evaluarse en trabajos futuros, ya que
los aislados de serotipos que incluyen varios complejos clonales, en especial los
serotipos 3, 19A y 19F, presentan una mayor variabilidad alélica. Este hecho, en el
serotipo 3, podria explicarse teniendo en cuenta que el grosor de la capsula podria
ocultar la exposicion de factores de virulencia localizados en la superficie (Mufioz-
Almagro et al., 2010; Sanchez et al., 2011). Por su parte, los serotipos 19A y 19F
presentan una cdpsula con gran capacidad adaptativa a distintos secuencitipos (Elberse
et al., 2011; van der Linden et al., 2013).

Mediante la utilizacion de mutantes, se ha confirmado causalmente que DiiA es un
factor de virulencia neumocaocico en modelo murino, al igual que se ha demostrado con
otras proteinas de neumococo como LytA (Ramos-Sevillano et al., 2015), PiuA/PiaA
(Brown y Gilliland, 2001) o familia de proteinas Pht (Ogunniyi et al., 2009). Sin
embargo, la variabilidad de cepas utilizadas, asi como los modelos de ratones y la
manera de expresar los resultados es variable, lo que dificulta la comparacion.

Histéricamente, la contribucidn de un determinado gen en virulencia se ha estudiado
in vivo determinando la DLso. Esta medida se define como el nimero de bacterias
necesarias para matar al 50% de los animales infectados. Los resultados con DLsp son

atiles en ensayos de virulencia, pero presentan ciertas limitaciones, ya que aportan un
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dato relativamente crudo y solo reflejan el efecto acumulativo de los distintos procesos
implicados en la muerte del animal. EI hecho de que un mutante no alcance la DLsp no
implica necesariamente que el gen que presenta la mutacion sea determinante en la
virulencia, sino que puede reflejar una situacion en la cual el efecto no fue suficiente
para detectarse en el ensayo. El IC es una medida alternativa que utiliza infecciones
mixtas para determinar el grado de atenuacién en virulencia causado por una
determinada mutacion. Esta medida es méas sensible que la DLsy porque refleja
directamente el nimero de bacterias en vez de la supervivencia del animal hospedador
y, por ello, se puede distinguir entre cepas mutantes cuya atenuacion en virulencia es
demasiado sutil para ser detectada mediante DLso. Adema@s, el andlisis de los niveles de
virulencia de mutantes frente a la cepa silvestre en el mismo animal, como ocurre en los
ensayos de IC, disminuye las variaciones que pueden ocurrir entre distintos individuos.
La DLso se calcula a partir del nimero discreto de animales que sobreviven a la
infeccion, mientras que el IC se obtiene a partir de la relacion entre el nimero de
bacterias antes y después de la infeccion, por lo que se obtiene una cifra con un tamafio
muestral superior, al ser una variable continua. EI IC constituye, por tanto, un indicador
de la atenuacion en virulencia usando menos animales lo que también refuerza
bioéticamente la utilizacion de este abordaje. Una consideracion que hay que tener en
cuenta cuando se quiere aplicar el IC es el hecho de que se conviene incluir como
control un mutante con el gen completo, en nuestro caso TIGR4-R1R2. El IC es
también un método versatil donde la ruta de infeccidn, la dosis, el ratio de infeccion y el
tiempo/lugar de obtencion de muestras puede ser modificado para obtener una
descripcion mas detallada de la contribucion en virulencia de un determinado gen.
Todos estos factores han hecho que el anélisis del 1C haya incrementado su aceptacion
por la comunidad cientifica como método para determinar el grado de atenuacion en
virulencia (Neef et al., 2011; Trihn et al., 2013; Czechowska et al., 2014; Sabag-Daigle
et al., 2016).

En los ensayos de patogénesis, el mutante TIGR4-R1R2 tiene importancia porque
representa la restauracion funcional del mutante completo, mientras que el resto de
mutantes de delecion, asi como el mutante completo, han permitido estudiar la
relevancia de cada uno de los dominios de DiiA. Una de las caracteristicas mas
importantes a la hora de seleccionar TIGR4 en nuestro estudio fue su capacidad para
causar infeccion en ratones con un tamafio de in6culo y en un tiempo adecuado para los

experimentos de este tipo (Aaberge et al., 1995), ya que no todas las cepas poseen esta
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caracteristica debido a que el raton no es un hospedador natural de S. pneumoniae
(Gingles et al., 2001). La estirpe de raton seleccionada para los ensayos de virulencia
fue C57BL/6 ya que es una cepa cosanguinea, es decir, con genoma practicamente
idéntico, lo que facilita la reproducibilidad e interpretacién de los resultados
experimentales. Ademas, a partir de esta estirpe se pueden obtener mutantes en
determinados genes, lo que seria beneficioso a la hora de estudiar los
ligandos/receptores de DiiA en el hospedador en futuros estudios. Por Gltimo, cabe
destacar que esta estirpe es la idonea para llevar a cabo modelos de colonizacion
(Ramos-Sevillano et al., 2011), probablemente porque las células que conforman el
epitelio de la nasofaringe del animal son las que méas se asemejan a las celulas
nasofaringeas humanas. Un handicap de estos ratones es que el modelo de neumonia
invasiva es arduo de reproducir debido a la resistencia intrinseca de estos animales a
este tipo de infeccion. De hecho, fue necesaria una carga bacteriana intranasal muy
elevada (5 x 10" UFC/ratén) para conseguir recuperar bacterias de la sangre. Este dato
se corresponde con los resultados obtenidos por el grupo de McPheat, donde tras la
administracién IN de 10° UFC de la cepa D39 de S. pneumoniae, sobrevivieron casi la
mitad de los ratones C57BL/6.

El anélisis de diversas muestras de ratones infectados por distintas vias permitio
mimetizar y monitorizar con rigor el proceso completo de infeccion neumocdcica y la
implicacion de las distintas secciones de DiiA en el mismo. De este modo, se logro
determinar que DiiA esta involucrada en la colonizacion de la nasofaringe por
neumococo gracias a la presencia de las dos repeticiones, ya que en muestras de lavado
nasofaringeo los mutantes carentes de repeticiones presentaron indices de
competitividad significativamente menores a la unidad. Este resultado podria justificar
el hecho de que en el gen diiA de todos los aislados clinicos analizados se encuentre
presente por lo menos la repeticién R2. DiiA contribuiria asi a la colonizacién junto a
otras actividades desarrolladas por otras proteinas como es la actividad sialidasa por
NanA (King et al., 2006), la actividad litica de la proteasa IgA1 (Kilian et al., 1979) o la
actividad conectora de PspC (Hammerschmidt et al., 2000; Zhang et al., 2000).

Los ensayos de virulencia en modelos murinos muestran también que DiiA actla en
distintos estadios durante la ENI gracias a las repeticiones. Por una parte, afecta a la
replicacion en el tracto respiratorio inferior, Ademas, participa en la internalizacion a
través del pulmén. Otro aspecto importante es que media durante la diseminacion a

sangre. En general, los valores de IC de LBA, pulmdn y sangre para los mutantes sin
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repeticiones se mueven en un rango de 0.5-4.5 logaritmos de diferencia respecto de la
cepa TIGR4. Concretamente, se observa una diferencia méas acentuada entre los
mutantes DiiA-R1R2 y TIGR4-R2 en la muestra de pulmén y de sangre, lo que apunta a
que la repeticion R2 es necesaria para llegar a producir neumonia no invasiva. Estos
resultados sugieren, por tanto, que R2 coopera con R1 para el establecimiento del
proceso de neumonia, lo que se sumaria a la explicacion de por qué el gen diiA de todos
los aislados clinicos de neumococo contiene al menos la repeticion R2. Como se ha
comentado anteriormente, la NanA de neumococo escinde el &cido sialico, lo que hace
que queden expuestos carbohidratos como N-acetilgalactosamina(1-3)galactosa que
sirven de anclaje a la bacteria (Andersson et al., 1983). La accion de la neuraminidasa
podria, por tanto, dejar expuestos ligandos que fueran reconocidos por las repeticiones
R1 y R2 de DiiA. Este seria un punto interesante a estudiar en futuras investigaciones.
Recientemente se ha sugerido que las estructuras en ldmina-f, incluidas en MiiA,
cooperarian potencialmente en el reconocimiento de carbohidratos para mediar la
virulencia (Martin-Galiano, 2017). A este respecto, una técnica que seria conveniente
utilizar es la de microarrays de glucidos, ya que ha sido utilizada con éxito en analisis
glicomicos de lectinas (Gao et al., 2012).

Por otro lado, hay que destacar que en la muestra de sangre también existen
diferencias entre el mutante con una y con dos repeticiones (> 1 logaritmo), por lo que
la repeticion R1 puede jugar un papel crucial en el paso a ENI, lo cual se ajusta a los
resultados epidemioldgicos que indican que el alelo largo con dos repeticiones se asocia
significativamente a este tipo de enfermedad. Se confirma asi que el alelo largo es una
version patoadaptativa del gen que potencia la internalizacién a través del tracto
respiratorio y consecuentemente la virulencia primaria invasiva. Por lo tanto, podemos
concluir que las dos versiones de DiiA, con una o dos repeticiones, parecen ser
suficientes para favorecer ambos paradigmas infecciosos, ENI y ENNI. El gen diiA
muestra, por tanto, rasgos que apoyan la contribucion al proceso de especiacion de S.
pneumoniae hacia una bacteria con un alto potencial invasivo debido a la capacidad
para penetrar dentro del epitelio pulmonar. Este aspecto bimodal exclusivo puede ser
causado por la divergencia de secuencias entre repeticiones que comparten un 51% de
identidad entre residuos, lo cual puede impedir una recombinacion interna posterior,
como se observa con las repeticiones SSUSE, esencialmente idénticas, de PavB
(Jedrzejas, 2007).
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Por ultimo, el papel de DiiA en la persistencia de neumococo en el torrente
circulatorio se evalué inoculando la bacteria en el peritoneo, a partir del cual llega
directamente a sangre utilizando una dosis letal previamente evaluada (Yuste et al.,
2002). El mutante de delecion total, TIGR44dii4, sufre una caida dréstica del IC,
superior a 5 unidades de magnitud, respecto a la cepa silvestre. Esto indica la relevancia
del fragmento con regiones coiled-coil de DiiA en la persistencia de la bacteria en el
suero donde se localizan componentes importantes para la inmunidad innata y
adaptativa, como puedan ser los componentes del sistema de complemento que median
la fagocitosis de S. pneumoniae. Esto permite afirmar que la seccién de DiiA
comprendida entre R2 y el dominio de anclaje tiene un papel fundamental en la
supervivencia bacteriana en sangre durante el proceso de sepsis heumococica, ya que
evita una eliminacion rapida de la misma de la circulacion sanguinea. Ademas, en
sangre se produce un cambio de fase por el que la bacteria aumenta el grosor de la
capsula quedando asi menos expuestas las proteinas de superficie y las adhesinas
(Weiser et al., 1994; Kim y Weiser, 1998). Esto hace que se inhiba el depdsito sobre la
bacteria de elementos del complemento, CRP, proteinas de union a manosa y
anticuerpos, todo ello en ultimo término favoreciendo la evasion de la fagocitosis
(Hyams et al., 2010).

Conocer los ligandos de las distintas proteinas de neumococo en el hospedador puede
ayudar a caracterizar la funcion de dichas proteinas como se ha comentado
anteriormente. Con este objetivo se utilizé inicialmente la técnica de ELISA. Sin
embargo, los valores de DOyso obtenidos fueron muy bajos (<0.2). Probablemente esto
se debiera a la utilizacion de anticuerpos secundarios poco especificos. Una técnica
utilizada para la investigacion de este tipo de interacciones moleculares en el campo de
la enfermedad neumocdcica es la SPR (Voss et al., 2013). Esta técnica es ventajosa
porque no requiere de un marcaje secundario y monitoriza las interacciones moleculares
en tiempo real. La deteccion de union sin la utilizacién de un marcador fluorescente o
radioactivo, evita el paso de marcaje que ademas de reducir tiempo y dinero, puede
alterar las interacciones moleculares dependiendo de la naturaleza de la diana. Una de
las consideraciones que hay que tener en cuenta a la hora de utilizar esta técnica es la
formacién de artefactos durante el paso de inmovilizacion, sin embargo, un correcto
disefio del experimento puede prevenir esta limitacion. Los estudios llevados a cabo
mediante SPR para determinar los ligandos de DiiA muestran gque tanto colageno como

hLf son capaces de unirse al tallo de DiiA con una Kp de rango nanomolar. La unién a
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estas proteinas del hospedador por parte de neumococo ya ha sido descrita antes ya que
RrgA (Hilleringmann et al., 2008) y NanA (Frolet et al., 2010) se unen también a
colageno. La repercusion que tiene la union de proteinas neumococicas a coldgeno no se
ha descrito en detalle aunque RrgA si potencia la adhesion (Nelson et al., 2007)
probablemente al ser el coldgeno una de las proteinas que constituye la matriz
extracelular. De hecho, seria necesario realizar ensayos mas especificos al respecto para
determinar en profundidad la implicacion de DiiA en la union a dicha molécula. La
capacidad de S. pneumoniae de reconocer especificamente hLf ya se habia descrito
previamente, siendo PspA uno de los dos componentes de la pared implicados en esta
actividad (Hammerschmidt et al., 1999). Si bien es cierto que las bacterias patdgenas
desarrollan mecanismos para adquirir el escaso hierro libre presente en los tejidos
mediante sideroforos, también se ha descrito la capacidad de obtener este elemento a
partir de proteinas que presentan grupo hemo (hemina y hemoglobina), pero no de
proteinas transportadoras de hierro (lactoferrina y transferrina) (Tai et al., 1993).
Ademas, se ha estudiado que la aLf presenta péptidos que tienen actividad bactericida
(Shaper et al., 2004; Mirza et al., 2011), un hecho que no es concluyente respecto a
hLf.

La falta de conocimiento en relacidn a la funcion de la hLf, asi como a la implicacién
que se ha descrito para la Lf en la activacion del complemento (Rainard, 1993), hizo
que se planteara un analisis sobre la relevancia de aLf y hLf en el deposito de C3b. Si
bien no se observo actividad a este nivel para la aLf, probablemente porque su actividad
antibacteriana sigue otro mecanismo como se ha descrito previamente, la incubacion
con hLf en presencia de DiiA si que redujo la acumulacion de C3b en la bacteria. La
hLf podria mediar entonces en el deposito de C3b sobre la bacteria, mientras que DiiA
seria capaz de secuestrar hLf para evitar la acumulacion de este componente clave del
sistema inmunitario en la superficie bacteriana. De este modo DiiA podria contribuir a
la evasion de la fagocitosis en el torrente circulatorio, sobre todo teniendo en cuenta que
el fragmento NR es el que une hLf y el que en modelos animales ha mostrado una
implicacién relevante en la supervivencia de la bacteria en sangre. Si bien es cierto que,
seria necesario realizar experimentos complementarios en un futuro para confirmar estas
hipotesis.

El hecho de que en modelos animales las repeticiones de DiiA estén relacionadas con
procesos de internalizacion a nivel de pulmén nos hizo desarrollar ensayos para ratificar

la idea de que DiiA interacciona directamente con células epiteliales pulmonares.
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Utilizando una metodologia ya estandarizada, se observé que la presencia de DiiA
disminuye la capacidad de neumococo para interaccionar con las células del epitelio
pulmonar. Este resultado es cuanto menos sorprendente, ya que resulta intuitivo
establecer una asociacion entre capacidad invasiva y adhesion. Esta menor interaccion
podria dificultar el reconocimiento de la bacteria por células del epitelio respiratorio, de
manera que no se iniciara la respuesta inmunitaria correspondiente. Nuestros datos se
encuentran en concordancia con trabajos previos que muestran que aislados persistentes
de H. influenzae no tipificable en pacientes EPOC presentan una menor capacidad de
adhesion a células pulmonares, en comparacion con cepas de nueva adquisicion o
infeccidn, ademas, los primeros aislados inducen también la secrecion de niveles méas
bajos de IL-8 (Chin et al., 2005; Garmendia et al., 2014). Por consiguiente, el hecho de
que las células del tracto respiratorio tarden en reconocer a la bacteria patdgena, le
puede conferir una ventaja al microorganismo, ya que cuanto mas se retrase el inicio de
la respuesta inflamatoria mediada por la activacion de estas células, mas opciones
tendra la bacteria para multiplicarse y diseminarse.

Teniendo en cuenta que la Lf se encuentra presente en secreciones mucosas como las
pulmonares y que DiiA no favorece directamente la union a células del epitelio
pulmonar, nos planteamos si la combinacion de estas dos proteinas regularia de algun
modo la interaccion entre neumococo y el pulmon. Sin embargo, no se observo
repercusion a este respecto ni con aLf ni con hLf. Este hecho puede ser debido a que las
A549 (células del epitelio pulmonar) utilizadas no son las mas adecuadas ya que no
presentar receptores para la Lf, como es el caso de las células bronquiales BEAS-2B
que si los presentan (Ghio et al., 1999). Por tanto, en proximos experimentos seria
conveniente utilizar esta ultima linea celular y evaluar si la Lf estad implicada en la
adhesion de neumococo al epitelio pulmonar y asi poder caracterizar la contribucion de
DiiA y PspA en este proceso.

La plurifuncionalidad observada en DiiA es comlUn en proteinas de superficie
politbpicas presentes en organismos patdgenos. Estas proteinas contienen varios
mddulos que se disponen como cuentas de un rosario ejerciendo actividades
relativamente independientes unas de otras, aunque sumatorias (Martin-Galiano, 2017).
Estas funciones estan generalmente relacionadas con la interaccion con moléculas del
hospedador (Mikula et al., 2012). A este respecto, PspA reduce la cantidad de C3b
depositada sobre la bacteria y, por lo tanto, la eliminacion de la bacteria por la via

clasica del complemento (Tu et al., 1999), pero también capta aLf para evitar el efecto
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bactericida de las misma (Shaper et al., 2004). Por su parte, PspC también contribuye al
desarrollo de sepsis (lannelli et al., 2004), pero en este caso reclutando FH (Hyams et
al., 2013) y el componente C4BP (Dieudonne-Vatran et al., 2009), mientras que su
actividad en colonizacién esta mediada por el reconocimiento del receptor polimérico
de Ig (Zhang et al., 2000). En este sentido, la neumolisina activa la via clésica del
complemento causando el consumo inapropiado de proteinas del complemento (Paton et
al., 1984; Yuste et al., 2005), aunque también permite la invasion de neumococo
mediante la formacion de poros en la membrana de células del hospedador (Marriott et
al., 2008). Ademas, se ha descrito la actividad pleiotropica de LytA a nivel del sistema
del complemento, ya que no solo inhibe la via clésica, reclutando C4BP y evitando el
deposito de Clg y CRP, sino también la via alternativa, reclutando FH (Ramos-
Sevillano et al., 2015).

Con toda esta informacion queda patente que DiiA es una proteina inmunogénica
(Giefing et al., 2008), dimorfica, especifica de neumococo, con funciones diversas a
nivel de interaccion con el hospedador, al igual que las proteinas descritas
anteriormente, e implicada en patogénesis y, por lo tanto, su potencial en vacunacion
debia ser evaluado como posible proteina candidata en una necesaria vacuna serotipo-
independiente (Moffitt y Malley, 2011).

3. DiiA COMO POTENCIAL ANTIGENO VACUNAL

A pesar del uso de vacunas frente a la infeccion por S. pneumoniae, la enfermedad
neumocacica sigue teniendo graves consecuencias a nivel social y econémico (Daniels
et al., 2016). Las limitaciones de estas vacunas basadas en polisacaridos capsulares de
S. pneumoniae (conjugados o0 no) han incrementado el interés en la busqueda de nuevos
candidatos. Gracias a los avances de la era postgenomica, la deteccion de algunos de
estos candidatos, ignorados hasta la fecha por limitaciones técnicas, ha podido llevarse a
cabo siguiendo la metodologia de la vacunologia reversa (Rappuoli, 2001). Este ha sido
el caso de la proteina DiiA de neumococo, cuya expresion se detecta de forma poco
eficiente en condiciones in vitro. Sin embargo, gracias a herramientas bioinformaticas
se ha podido determinar que esta proteina presenta un elevado potencial como antigeno
vacunal frente a neumococo al ser exclusiva de esta bacteria, estar codificada por el
genoma nucleo de la especie, presentar un dominio de anclaje a pared y poseer baja
variabilidad alélica. Si estos datos los complementamos con el hecho de que esta

proteina estd implicada en la patogénesis de la bacteria en distintos estadios de la
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infeccion, parece l6gico llevar a cabo un estudio méas en detalle de la posible actividad
inmunoprotectora de la misma. Aunque la inmunogenicidad de esta proteina en
humanos ya se habia apuntado gracias a un andlisis de alto rendimiento, ANTIGENoma
(Giefing et al., 2008), en esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo un estudio por
predicciones epitopo/inmunogenicidad usando un consenso de herramientas
bioinforméticas. La baja identidad (<50%) compartida entre las repeticiones de DiiA y
proteinas de cualquier otra especie asi como las predicciones epitopo/inmunogenicidad
apuntan a una posible estimulacion del Sl frente a neumococo sin alterar la microbiota
de los individuos vacunados.

La inmunogenicidad de dos secciones de DiiA se confirmd experimentalmente de un
modo preciso utilizando modelos murinos. Las pautas de inmunizacién en la literatura
son muy variadas, tanto en nimero de dosis, como en cantidad de antigeno utilizado y
tipo de adyuvante (Akhmatova et al., 2016; Jang et al., 2017; Tostes et al., 2017). La
pauta de esta tesis se basd en el protocolo preestablecido por Paton como experto
reconocido a nivel mundial en ensayos de vacunacion y readaptada con éxito (Corsini et
al., 2016). La estirpe de raton seleccionada para los ensayos de inmunizacion fue
BALB/c, por las propiedades de reproducibilidad descritas anteriormente, ademas de
que presentan un SI mas potente que el resto de las estirpes (Gingles et al., 2001) que
responde activamente frente a polisacaridos capsulares (Perlmutter et al., 1978). Otra
razon por la que se ha seleccionado esta estirpe de raton, es porque permite estudiar
adecuadamente la respuesta de inmunoglobulinas frente a un antigeno y, por tanto, la
capacidad de inmunizacion, ademas, estos ratones son mas resistentes a la infeccion por
neumococo (Gingles et al., 2001; Kadioglu y Andrew, 2005; Chiavolini et al., 2008) lo
que permite un seguimiento mas largo del proceso infectivo y se puedan estudiar las
diferencias de proteccion en vacunacion en distintos escenarios. La estirpe C57BL/6 se
utilizé solo en los estudios de inmunizacion IN, ya que fue en esta estirpe en la que se
logré obtener una colonizacidn estable de la cepa de neumococo TIGR4 silvestre a lo
largo de una semana de seguimiento (Ramos-Sevillano et al., 2011).

La inmunizacion IP de DiiA promueve una respuesta inmunoldgica sistémica que
cursa con la produccion de varios tipos de IgGs. En concreto, la produccion de subtipos
de 1gG2 e IgG3 relacionadas con la activacion del complemento (Goding, 1993) y el
reconocimiento de carbohidratos (Perlmutter et al., 1978) en ratones, respectivamente.
En humanos estas actividades las desempefian las inmunoglobulinas de tipo 1gG1/1gG3

(Soininen et al., 1999) e 1gG2 (Barrett et al., 1986), respectivamente. Las repeticiones
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de DiiA por su estructura secundaria en ldmina-p son potencialmente capaces de
reconocer Yy transportar carbohidratos (Martin-Galiano, 2017), los cuales inducirian la
produccion de 1gG3 en raton. De este modo las repeticiones ejercerian un efecto
modulador adicional similar al de algunos adyuvantes (Freund, 1956). Este hecho apoya
la teoria comentada anteriormente acerca de la implicacion de las repeticiones en el
reconocimiento de receptores glucidicos. EIl efecto inmunomodulador de las
repeticiones constituyentes de proteinas de superficie, ya ha sido descrito previamente
por otro grupo, pero sin llegar a dilucidar el mecanismo por el cual esto ocurre
(Stalhammar-Carlemalm et al., 2007). Aunque en algun caso si que se ha rechazado la
idea de que las repeticiones aumentan per se la afinidad (Papasergi et al., 2013), lo que
si se ha descrito es que la delecion de repeticiones, concretamente en la proteina aC de
estreptococos del grupo B, potencia la patogenicidad de la bacteria en ratones
inmunizados con la version de la proteina que contiene mas repeticiones (Gravekamp et
al., 1998). En este estudio concluyeron que las causas son: (1) la pérdida de epitopos
conformacionales protéicos y (2) la pérdida de unién de los anticuerpos a la proteina
debido a una disminucion del tamafio del antigeno en relacion a componentes de la
pared y/o a la cépsula. Se retoma asi la idea de la importancia del nimero de
repeticiones en las proteinas para las bacterias, de manera que consigan un equilibrio
entre su actividad y la capacidad de evadir al sistema inmunitario.

La eleccion del adyuvante Alhydrogel® fue debida a que esta aprobada su utilizacién
en seres humanos como puede confirmarse por algunos estudios en los que se ha
evaluado la respuesta inmunoldgica de determinadas proteinas heumocaocicas candidatas
a vacuna en humanos (Bologa et al., 2012; Kamtchoua et al., 2013). Las sales de
aluminio utilizadas como adyuvantes, convierten los antigenos solubles en particulas
con un diametro inferior a 10 um, que son captadas por las células presentadoras de
antigeno. Ademas, las sales de aluminio presentan efectos multiples a nivel de la RI. En
este sentido, activan el complemento, estimulan los Lg, CD4 y CD8, activan la
respuesta de macrofagos, regulan las sefiales de coestimulacion en monocitos y
promueven la liberacion de IL-4. Otro aspecto importante a destacar se basa en que la
administracion de sales de aluminio, al inducir inflamacion en el sitio de inyeccion,
atrae células presentadoras de antigeno y potencia de esta forma la RI. Como
contrapartida, habria que tener en cuenta que las sales de aluminio no estimular las
respuestas Thl que media la secrecion de IFN-y, ni la produccion de 1gG2 por los

linfocitos B. En cambio estimula la respuesta Th2, la secrecion de IL-5 y la produccién
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de IgG1 e IgE (Marrack et al., 2009; Coffman et al., 2010; Reed et al., 2013). Por todo
ello, las reacciones adversas méas frecuentemente relacionadas con el uso de sales de
aluminio como adyuvantes son las reacciones locales de tipo eritema y formacion de
granulomas y nédulos subcutéaneos.

La falta de repuesta celular observada tras inmunizacion IP puede deberse a que los
linajes estudiados no eran los méas adecuados, ya que se ha descrito que la respuesta
celular especifica en humanos frente a neumococo es mediada por Thl y Th17 (Olliver
et al., 2011). Ademas, el adyuvante seleccionado en nuestro estudio raramente induce
respuesta mediada por linfocitos Thl, sin embargo fue seleccionado porque es
ampliamente utilizado para uso en humanos (Mohan et al., 2013).

DiiA confiere inmunoproteccién en raton de manera dependiente de concentracion,
frente a la sepsis neumocdcica producida por cepas que presentan el alelo
correlacionado con ENI. La carga bacteriana en sangre de ratones vacunados con DiiA
disminuyo respecto a los ratones del grupo control tratados solo con el adyuvante, los
cuales fallecieron sin excepcion. La proteccion con la version de DiiA que incluye las
dos repeticiones es similar a la obtenida con PcpA (Glover et al., 2008) y subunidades
de pilus (Gianfaldoni et al., 2007) frente a la misma cepa de neumococo. La proteccion
fue significativamente mas débil cuando se llevd a cabo la inmunizacion con el
fragmento DiiA-NR. Estos resultados concuerdan con el hecho de que mientras que los
mutantes sin repeticiones presentaron una atenuacion en ensayos de virulencia por
sepsis IP (IC ~10), el mutante completo fue practicamente incapaz de sobrevivir (IC
<10®). La proteina DiiA no fue eficaz en la prevencién de la neumonia bacteriémica
tras inmunizacion IP, probablemente porque los niveles de inmunoglobulinas a nivel de
pulmadn tras la inmunizacion IP no sean suficientes como se ha descrito en otros casos
(Moreno-Fierros et al., 2000; Rodriguez et al., 2003). Para alcanzar niveles adecuados y
protectores de anticuerpos a nivel pulmonar seria conveniente utilizar un adyuvante
diferente como puede ser el CpG oligodesoxinucleétido por via intramuscular (EL-
Malky et al., 2014). Si bien es cierto que la inmunizacién con otras proteinas como
LytB consiguen niveles significativos de proteccion frente a la neumonia bacteriémica
utilizando como adyuvante el hidroxido de aluminio, no se prob6 su proteccion frente al
aislado TIGR4 que contiene las dos repeticiones (Corsini et al., 2016). Ademas, seria
conveniente tener en cuenta que puede ser que DiiA no sea tan necesaria en el ambiente
pulmonar donde otras proteinas de superficie descritas anteriormente pueden operar

como mediadores de adhesion bacteriana. La proteina es importante en colonizacion y
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sepsis, mientras que el efecto en pulmon puede extenderse como una forma de
disminuir la colonizacién. Una posible explicacion podria ser que las repeticiones
pueden reconocer receptores en el epitelio respiratorio superior y en células sanguineas,
mientras que la seccién DiiA-NR contribuye a la unién de colageno y hololactoferrina.
Por ello, la ausencia de repeticiones en el antigeno proteico disminuye
consecuentemente la inmunogenicidad y la proteccion en sepsis.

En el caso del serotipo 3, la actividad de los anticuerpos pudo verse limitada
principalmente por dos factores. Por un lado, debido al marcado grosor de la capsula de
este serotipo (Weinberger et al., 2010; Grabenstein et al., 2014), los anticuerpos anti-
DiiA no serian capaces de alcanzar a la proteina. Otra posibilidad que explicaria la
pobre respuesta, tanto de DiiA como de las actuales vacunas, frente al serotipo 3 es
porque se ha descrito que los aislados de este serotipo liberan fragmentos de capsula al
exterior a los que podrian ir unidos tanto opsoninas del complemento y anticuerpos
especificos frente a la proteina en cuestion (Choi, 2016).

Se ha demostrado también que DiiA es capaz de producir una respuesta de
inmunoglobulinas especificas a nivel de mucosas. Segun la literatura (Goding, 1993),
los niveles de IgA son superiores a los de 1gG cuando la proteina se administra por via
IN, debido al lugar de obtencion de la muestra. Ademas, nuestros datos también indican
que DiiA puede contribuir a disminuir el estado de portador reduciendo o erradicando la
carga bacteriana en la nasofaringe. Aunque el uso de vacunas para disminuir el estado
de portador se ha descrito, este hecho no estd exento de debate por sus posibles
repercusiones en cuanto al resto de la microbiota (McDaniel y Swiatlo, 2016), ya que no
hay estudios concluyentes al respecto hasta la fecha. Lo que si esta demostrado es que la
inmunodepresion es un factor de riesgo para el desarrollo de la infeccion neumocdcica
(Feldman y Anderson, 2014). Teniendo en cuenta que la colonizacion nasofaringea es
un prerrequisito para la infeccion neumococica (Henriques-Normark y Tuomanen,
2013), una vacuna encaminada a atenuar el estado de portador podria ser muy
beneficiosa en determinadas circunstancias, por ejemplo, la inmunizacion previa a
tratamientos inmunodepresores. En este sentido cabe destacar la disminucion de
infecciones protésicas durante la cirugia en pacientes tratados profilacticamente con
mupirocina tépica con el objetivo de disminuir la colonizacién por Staphylococcus
aureus (Malcolm et al., 2016).

La vacunacion de ratones BALB/c con la proteina DiiA, en presencia de hidroxido

de aluminio por via parenteral, indujo una fuerte respuesta de inmunoglobulinas de
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diferentes subclases incluyendo IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3 e IgA. Esta respuesta
generada tras la inmunizacién con DiiA es de gran interés desde el punto de vista
inmunoldgico ya que muchas de estas subclases son producidas por las actuales vacunas
antineumocdcicas como la VPS23V y las VCs (Rosado et al., 2013). En este sentido,
cabe destacar que la respuesta de anticuerpos conferida por la vacuna PVS23V es
predominantemente de la subclase 1gG2 (Lottenbach et al., 1999; Uddin et al., 2006).
La magnitud de la respuesta de inmunoglobulinas proporcionada por las VCs varia
segun el serotipo, la formulacién de la vacuna y la edad (Kamboj et al., 2003). En
adultos, las VCs inducen principalmente una respuesta de tipo 1gG2, mientras que en los
nifios, la respuesta predominante es de subclase IgG1 (Lottenbach et al., 1999). Los
resultados de esta Tesis Doctoral confirman que la inmunizacion con DiiA result6
exitosa como proteina candidata a vacuna y que los resultados obtenidos en raton
podrian extrapolarse a la poblacion humana. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
existen diferentes subclases 1gGs entre humanos y ratones. De hecho, es dificil
correlacionar de un modo claro, la funcionalidad de determinados subtipos de 1gG entre
las diferentes especies ya que no son directamente equivalentes (Mestas y Hughes,
2004). A pesar de la dificultad que supone comparar los hallazgos derivados de modelos
murinos en cuanto a respuesta de 1gG, con los obtenidos en humanos, este tipo de
estudios realizados en animales puede ser de gran utilidad a la hora de caracterizar
nuevos antigenos proteicos para el desarrollo de vacunas, ya que permite incrementar
nuestro conocimiento de los mecanismos inmunoldgicos de proteccion frente a S.
pneumoniae.

También es importante recordar que cuando se inmuniz6 con la proteina DiiA, tanto
por via IN como IP, se observo reactividad cruzada, de modo que los anticuerpos frente
a DilA-R1R2 también eran capaces de reconocer la proteina truncada DiiA-R2. Estos
resultados confirman que la inmunizacién con el fragmento que contiene las dos
repeticiones es capaz de reconocer las dos versiones alélicas de DiiA, pudiendo prevenir
asi la capacidad de S. pneumoniae de producir no solo enfermedades invasivas, sino
también no invasivas asi como el proceso de colonizacién. El hecho de la reactividad
cruzada entre distintos fragmentos de proteina y proteinas con distinta variabilidad
alélica también se ha descrito para otras proteinas de neumococo (Moreno et al., 2010;
Plumptre et al., 2013) y supone una enorme ventaja ya que con un Unico antigeno se

podrian obtener proteccion frene a distintas cepas independientemente de su serotipo.
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En el caso de proteinas muy inmunogénicas, como PspA (Kono et al., 2011) y PspC
(Ricci et al., 2011), son capaces de inducir una fuerte respuesta, pero muestran una
importante variabilidad alélica (Hollingshead et al., 2000; lannelli et al., 2002) lo que
dificulta su uso como antigenos vacunales. Este efecto puede equilibrarse combinando
en una Unica formulacién vacunal proteinas multialélicas altamente inmunogénicas con
otras proteinas de inmunogenicidad media que presenten menor variabilidad entre
diferentes aislados clinicos, como podria ser el caso de DiiA. Recientemente se ha
publicado un trabajo en el que se describe que la proteccion natural adquirida frente a la
ENI, depende mayoritariamente de anticuerpos producidos frente a proteinas de
superficie (Wilson et al., 2017) y no frente a la capsula como se pensaba hasta la fecha
(Hussain et al., 2005). Esto inclina la balanza ain mas hacia la produccién de vacunas
proteicas. Un aspecto a destacar es la importante contribucion que supondria la
inclusion de DiiA en una vacuna universal, ya que es codificada por el genoma nucleo y
los datos epidemiologicos indican que aproximadamente el 60% de los casos clinicos
presentan el alelo largo (Domenech et al., 2016). En conjunto, si se utilizara una Unica
proteina con fines profilacticos, debido a la limitada reactividad cruzada entre variantes
proteicas y su posible expresion en diferentes fases del proceso infeccioso que podria
afectar a diversas funciones, podria permitir a la bacteria evadir la inmunoproteccion
causando infeccién. Esto indica que combinaciones de proteinas, en lugar de una
proteina Unica, es la estrategia mas dptima para proteger en el futuro a la poblacion de
riesgo. En contraste a la mayoria de las proteinas de neumococo analizadas en la
literatura, DiiA no es una proteina clasica desde el punto de vista inmunogénico, pero su
caracterizacion reciente como tal requiere de atencién, debido tanto a sus propiedades,
teoricas y experimentales al igual que su posible actividad como antigeno vacunal. El
uso de vacunologia reversa puede revelar la identificacion de candidatos prometedores
que puedan estar anotados hasta la fecha solo como proteinas hipotéticas o proteinas de
superficie no caracterizadas para proteger frente a neumococo, en lugar de centrarse
exclusivamente en esfuerzos sobre proteinas tradicionales. Debido a que estos nuevos
candidatos enriquecerian la actividad de una combinacion vacunal, y en base a los
resultados obtenidos en esta tesis, se sugiere la inclusibn de DiiA en futuras

formulaciones antineumocécicas.
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Conclusiones

. DiilA (Dimorphic invasive-involved protein A) es una proteina de superficie de
S. pneumoniae, no caracterizada hasta la fecha, que presenta una arquitectura tipica
de adhesina. Esté constituida por un dominio de anclaje a pared tipo LPXTG, un tallo
con capacidad de interaccion con el hospedador y una seccion distal que presenta una
0 dos repeticiones de un motivo de 37 residuos.

. El gen que codifica la proteina DiiA es especifico de S. pneumoniae y forma parte del
genoma nucleo de este microorganismo. Este gen puede presentar dos alelos, uno
corto y otro largo, que se corresponden con la version de DiiA con una y dos
repeticiones, respectivamente.

. El tipo de alelo de DiiA es un determinante epidemioldgico a nivel clonal. El alelo
largo se asocia con clones de S. pneumoniae que producen enfermedad neumocdcica
invasiva, mientras que el alelo corto se relaciona con clones menos invasivos que
producen patologia en grupos de riesgo.

. DiiA es un factor de virulencia de S. pneumoniae que presenta actividad pleiotropica
y especifica de dominio en modelos murinos. La presencia de las dos repeticiones
favorece el proceso de colonizacion, la repeticion R1 media durante el paso a través
del pulmén y el fragmento desestructurado es esencial para la supervivencia de la
bacteria a largo plazo en el sistema circulatorio sanguineo.

El fragmento desestructurado de DiiA contribuye a la interaccion entre S.
pneumoniae y su hospedador mediante la union a coladgeno y hololactoferrina. El
reclutamiento de hololactoferrina inhibe la activacion del sistema del complemento
aungue este hecho no interfiere en la adhesion de neumococo al epitelio pulmonar.

. Las repeticiones de DiiA son las regiones mas inmunogénicas de dicha proteina tanto
in silico como in vitro. La inmunizacion intraperitoneal e intranasal con la variante
larga de DiiA genera una potente respuesta de diversos subtipos de inmunoglobulinas
en suero y mucosas, respectivamente.

. La vacunacidn sistémica y a nivel de mucosas con la version de DiiA que presenta las
dos repeticiones protege frente a sepsis y colonizacion, respectivamente, causadas en
modelos murinos por la cepa TIGR4 de S. pneumoniae. En la inmunizacion sistémica,
la proteccion estd mediada por la activacion del sistema del complemento.
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ANEXO
Publicaciones derivadas, hasta la fecha, de los resultados presentados en esta Tesis
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Lifares, J., de la Campa, A. G. y Martin-Galiano, A.J. (2016). DiiA is a novel

dimorphic cell wall protein of Streptococcus pneumoniae involved in invasive
disease. Journal Infection 73: 71-81.
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