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RESUMEN

RESUMEN

La biogénesis de estructuras complejas que contienen hidratos de

carbono como el Iipopolisacárido (LPS), los exopolisacáridos, el

peptidoglicano y los ácidos teicoicos en procariotas y las glicoproteínas en

eucariotas se realiza generalmente a partir de precursores nucleótido­

azúcares que transfieren sus restos de azúcares a poliprenoles como el

undecaprenol y el dolicol (Dol). Los nucleótido azúcares se encuentran

normalmente disponibles en el citoplasma, mientras que los poliprenoles

están asociados con una bicapa Iipídica. Una vez ensamblados, los azúcares

unidos al poliprenol deben atravesar membranas para su posterior

procesamiento (polimerización como en el caso del LPS o transferencia a

proteínas como ocurre en la formación de glicoproteínas). Este proceso no

ocurre espontaneamente y parece estar mediado por proteinas, aunque sólo

para el pasaje a través de Ia membrana interna procariótica de las

subunidades de antígeno O (el componente más variable del LPS) se ha

identificado una proteína, denominada sz con actividad translocasa o

“flipasa”.

Las diferentes translocasas sz poseen una muy baja homología de

secuencias tanto a nivel de DNA como de proteínas. Los intentos para

sobreexpresar sz han sido infructuosos, Io que no ha permitido Ia realización

de experimentos tendientes a caracterizar estructural y mecanísticamente a
las translocasas.

En este trabajo se investigó si es necesario que las subunidades O se

sinteticen completamente para poder ser translocadas. Se obtuvo una

mutante en el gen glf, responsable de la síntesis de galactofuranosa, el último

de los cuatro azúcares que componen la subunidad O16 en Eschen’chía coli.

Se observó que esta mutante es capaz de translocar una subunidad

incompleta conteniendo sólo tres azúcares a través de Ia membrana.

Experimentos utilizando Ia lectina del germen de trigo (WGA) permitieron

establecer que también es posible translocar una subunidad truncada
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conteniendo sólo uno o dos residuos e incorporar estos azúcares al core del

LPS.

Experimentos de complementación realizados en una mutante de E.

coli O7 en el gen wzx con translocasas de Salmonella enterica y E. coli O16

demostraron que la translocación de subunidades de antígeno O es

independiente de la naturaleza química de la porción glicosídica de la

subunidad O. Por el contrario las putativas translocasas involucradas en la

síntesis de exopolisacáridos no fueron capaces de complementar la mutación
en wzx.

Los resultados presentados en esta Tesis indican que no se requiere

que la subunidad O esté completa para que sea reconocida por la maquinaria

de translocación y se produzca su pasaje a través de la membrana, pudiendo

translocarse subunidades truncadas o completamente diferentes a las que

normalmente se producen en una determinada cepa. Los resultados

obtenidos sugieren además un modelo de biosíntesis de antígeno O que

involucra el reconocimiento del prenoI-oligosacárido por un hipotético

complejo compuesto por la putativa translocasa sz y otras proteínas que

participan en Ia síntesis de antígeno O.

Parte de los resultados presentados en esta Tesis han sido publicados
en:

-" Feldman M. F._ Marolda C. L., Monteiro M. A.. Perry M. B., Parodi A. J. y Valvano
M.A. (1999). The activityof a putative translocase (sz) involved in Escherichia
coli O-antigen assembly is independent of the chemical structure of the O
repeat". J. Biol. Chem 274. 35129-35138.

-“ Marolda C. L.. Feldman M. F.y Valvano M. A (1999). Genetic organization of
the O7-specific Iipopolysaccharide biosynthesis cluster of Escherichia coll
VW187 (O7:K1)". Microbiology 145, 2485-2495.
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Todos los organismos vivientes exhiben en la superficie de sus células

un conjunto de carbohidratos complejos, cuyas estructuras son características

de una especie, un tejido o un tipo celular específico. Además de su roI como

moléculas de reconocimiento, los hidratos de carbono proveen en algunos

casos funciones protectivas a las células que los producen1. La presencia en

Ia envoltura o en el exterior celular de macromoléculas hidrofílicas sintetizadas

en el citoplasma sugiere Ia existencia de mecanismos de transporte que

permitan exportar los intermediarios biosintéticos o los productos finales a

través de Ia membrana plasmáticaz.

De acuerdo a los modelos propuestos, para Ia biosintesis de algunos

de estos compuestos debe producirse el movimiento a través de Ia

membrana plasmática de los glicolipidos intermediarios. Este pasaje

transmembrana es necesario para Ia síntesis de polisacáridos bacterianos

entre los que se incluyen el Iipopolisacárido (LPS), embebido en Ia membrana

externa de las bacterias Gram negativos; los ácidos teicoicos, que se

encuentran asociados con las membranas de bacterias Gram positivos y los

polisacáridos capsulares y exopolisacáridos sintetizados por bacterias de

ambas clases. La translocación de glicolipidos también es requerida para Ia

síntesis de mureína, el componente principal de Ia pared celular bacteriana.

Además, el movimiento transmembrana de glicolipidos es una de las etapas

necesarias para la síntesis de glicoproteínas en eucariotas, aunque en este

caso Ia membrana involucrada es Ia membrana del retículo endoplásmico

(RE).

La biogénesis de estructuras complejas que contienen hidratos de

carbono, tanto en eucariotas como en procariotas, se realiza generalmente a

partir de precursores nucleótido azúcares y poliprenoles fosfato, como el

undecaprenoI-P yeI dolicoI-P (DoI-P). Los nucleótido azúcares se encuentran

normalmente disponibles en el citoplasma, mientras que los poliprenoles

están asociados con la membrana. Una vez ensamblados, los azúcares
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unidos al poliprenol deben atravesar la bicapa para su posterior

procesamiento que incluye Ia polimerización en el caso del LPS o la

transferencia a proteínas que ocurre durante Ia formación de glicoproteínas.

En las secciones siguientes se describe lo que se conoce hasta el

presente de Ia estructura y la biosíntesis de LPS, molécula que se ha utilizado

en esta tesis como modelo de estudio de Ia translocación de glicolípidos a
través de membranas.

1.1 Estructura del LPS

El LPS es un componente fundamental de la membrana externa de las

bacterias Gram negativos. El principal interés en el estudio de las moléculas

de LPS se basa en su compleja interacción con el sistema inmunitario del

huésped y su contribución a Ia virulencia de bacterias patogénicas.

El LPS (figura 1) está formado por tres regiones o dominios unidos

covalentemente3 : el IípidoA, el core y el antígeno O.

antígeno O

subunidad O
repetitiva

Figura 1

Estructura del LPS

El lipido A (endotoxina), (figura 2), funciona como el ancla hidrofóbica

del LPS en la membrana externa y es el componente bioactivo responsable de
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la toxicidad asociada con las infecciones severas provocadas por bacterias

Gram negativas. La estructura del lípido A se encuentra relativamente

conservada entre las diferentes especies de bacterias entéricas.

Figura 2

Estructura del Ilpido A. En Ia figura se representa la estructura del lípido A

unido a dos moléculas de ácido cetodesoxioctanoico (KDO), que es la

estructura mínima necesaria para el crecimiento de E. coli y otras bacterias

Gram negativas. Los carbonos del disacárido de GIcNAc se encuentran
numerados.

El core. un oligosacárido no repetitivo fosforilado que funciona como

barrera de permeabilidad contra antibióticos. Se han detectado diferencias

estructurales en el core dentro de una misma y entre diferentes especies". En

la figura 3 se describe Ia estructura del core de Escherichia coli K12.
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antígeno O

l
aGlc<- R‘

Sustituyentes ¿2
parciales aGlc Core

ll. externo
R .P i 3
R‘; aKdo (2-4). aRha (1-5)

and/or P-Etn (-7) ÜGIC? aGalIl
R’; P or P-P-ELn

- p
34 .

Rs' RL)- aHep <——Rs
R : aHep 4 l 7 l

R‘: aHep or BGICNAC 3

aHep <-—4R3 ,Core¡ Interno
5

R2-----aKdo 2-4 aKdo

lÉ
Lípido A -R'

Figura3
Estructura del core de E. coli K12. Se indican todas las

uniones y configuraciones anoméricas. Etn, etanolamina.

El antígeno O es un polisacárido formado por entre 1 y 40 subunidades

repetitivas (subunidades O) que varía enormemente de cepa en cepa y que es

habitualmente el antígeno de superficie inmunodominante. La presencia de

antígeno O en Ia superficie celular se ha relacionado con el aumento de la

virulencia y el incremento de la resistencia de las células bacterianas a la lisis

mediada por complementos.
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Más de 170 estructuras diferentes de antígenos O se han identificado

solamente en E. coli y aproximadamente 50 serogrupos en Salmonella
entericaa. Las diferencias estructurales encontradas se hallan en Ia

composición de azúcares, en las uniones entre estos azúcares y en las
uniones entre las subunidades. Estas variaciones determinan las

especificidades serológicas del anígeno 06. En la figura 4 se observa la

composición de algunas subunidades repetitivas de diferentes bacterias.

OAc D-Qlc
I 2 a I 1.6

_ [5 a 0L 0€
E. coll K-12/O16 —) D-Galf ——)D-Glc —) L-Rha ——) D-GIcNAc —>

2 1.6 1,3 1,3 1

. 0L ¡5

E. coIIO7 —> [D-VioNAc —) D-Man —-> D-Gal —> D-GIcNAc1.2 - - 1.4
3 a I 1,3

L-Rha

ZÏAC
Abe lc

0. ¿1,3 a a aD-f1'4 b

S- enterica LT? —> [ D-Man —> L-Rha —> D-Gal ] —>2 1,4 1,3 1

Figura4

Estructura de las subunidades repetitivas de antígeno O de E.

coli K12/O16, E. coli O7 y S. enterica LT2.
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1.2 Biosíntesis de LPS

La elucidación del mecanismo detallado de Ia biosíntesis y secreción

de LPS constituye uno de los grandes desafíos de Ia bioquímica de los

procariotas. Debido a su gran tamaño, composición anfifílica y

microheterogeneidad es dificultoso determinar las estructuras covalentes

completas y las conformaciones de los LPS. Esta complejidad también se

observa desde el punto de vista genético, ya que se ha determinado que al

menos 50 genes son requeridos para la biogénesis y el ensamblado del LPS.

La mayoría de los estudios sobre Ia biosíntesis de antígeno O se han

realizado en Salmonella, mientras que es muy poco Io que se ha investigado

en E. coli K12, dado que su capacidad de sintetizar antígeno O no fue

reconocida hasta hace unos pocos años 7.

La biosíntesis de las subunidades de antígeno O, que es

independiente de la de lípido A-corea'9, comienza con el ensamblado de las

subunidades O por medio de la transferencia secuencial de azúcares sobre

un Iípido transportador. el undecaprenoI-fosfato o bactoprenol-fosfato (figura

5). Estas reacciones se llevan a cabo en el lado citoplasmático de la

membrana interna.

Luego las subunidades son transportadas hacia el lado periplásmico y

son polimerizadas desde el extremo reductor por una polimerasa. Por último

el antígeno O completo debe ser transportado hacia la membrana externa, en

un proceso que ha sido muy poco estudiado (figura 5). En las secciones

siguientes nos centraremos en la descripción de los procesos biosintéticos

que conducen a la formación de antígeno O.
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Exterior fi

SubunidadO—>

/ LípidoA
iiliTi

Core__
Kdo\

Membrana

externa 4 1m“

Periplasma ’g Ü "
(EXC! a Ü

Polimerasa Ligasa Ü‘Újyn
El —* —’

MMS D l mm D 2 mm MembranainternaMi
El SubunidadO , _

LlpldOA/Kdo/Core Citoplasmaunida al prenol

Figura5

Representación esquemática de la biosíntesis de LPS. Los

pasos 1 a 4 indican los eventos de translocación que requieren

Ia intervención proteica o el suministro de energía metabólica.

12
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1.3 Biosíntesis de antígeno 0

1.3.1 Reacciones de iniciación

EI primer azúcar-fosfato que se transfiere al undecaprenol-P es

generalmente N-acetilglucosamina-1-P (GIcNAc-1-P)o galactosa-1-P (Gal-1­

P) a partir del nucléotido azúcar correspondiente. En Salmonella typhímurium

LT2 y todas la demás cepas que que comienzan con Gal, esta reacción

reversible es catalizada por una proteína de membrana codificada por el gen

wbaP (n‘bP). La otra única enzima inciadora conocida es WecA (Rfe), una

GlcNAc-1-Ptransferasa. Esta enzima cataliza en varios serotipos de E. coli ,

Shige/la, Yersinia, Serratia y KlebsieI/a la transferencia de GIcNAc-1-P al

undecaprenoI-P (figura 6). La actividad de esta proteína, también ubicada en Ia

membrana interna, es necesaria además para la síntesis de otros

polisacáridos como el ácido colánico y el antígeno común a enterobacterias

(ECA) y, curiosamente, también inicia Ia formación de antígenos O

homopoliméricos en E, coli 08 y 09 yen K/ebsie/la pneumoniae, aunque las

subunidades O de esos homopolisacáridos no contienen GIcNAc y sus

mecanismos de polimerización difieren del descripto para

heteropolisacáridosm.

EI producto, undecaprenoI-pirofosfato-hexosa sirve como aceptor para

las reacciones de glicosilación posteriores que, como se ha mencionado

anteriormente, proceden secuencialmente permitiendo Ia formación de

subunidades que poseen entre 3 y 6 azúcares. Las enzimas responsables

de estas transferencias se encuentran en el citoplasma. En la primera

reacción se transfiere un azúcar-fosfato, mientras que en las reacciones

subsiguientes sólo se transfiere el azúcar a partir del nucleótido azúcar

correspondiente.
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1.2.2 Polimerización de las subunidades O y ligación al core

Se han descripto dos mecanismos diferentes mediante los cuales las

subunidades se polimerizan. En el caso de polisacáridos homopoliméricos.

como los de E. coli 08 y E. coli 09 y algunos polisacáridos capsulares. la

polimerización se lleva a cabo en la cara citoplasmática de la membrana

interna por la acción secuencial de las diferentes glicosiltransferasas que

elongan el polisacárido por el extremo no reductor”. El polisacárido naciente

es transportado a través de la membrana citoplasmática por un transportador

del tipo ABC (por “ATP-bindinggasette”. transportadores que poseen un sitio

de unión a ATP) y subsecuentemente ligado al lípido A-core12. Este

mecanismo es conocido como Wzy(polimerasa)-independiente, ya que no

interviene la polimerasa codificada por el gen wzy”.

El segundo mecanismo requiere la translocación o "flipping" de la

subunidad O a través de la membrana interna hacia el lado periplásmico,

donde se produce la polimerización por acción de la proteína Wzy. Esta

polimerasa actúa mediante un mecanismo por el cual se transfiere el

polímero en crecimiento desde un undecaprenol-pirofosfato a una única

subunidad unida a otra molécula de undecaprenol. La reacción ocurre de

manera tal que el extremo reductor del polímero reacciona con el extremo no

reductor de Ia subunidad O, la cual permanece unida al undecaprenol por su

extremo reductor. El polímero unido al undecaprenol se liga luego “en bloc" al

lípido A-core por una reacción catalizada por una Iigasa en la cara

periplasmática de la membrana. Este mecanismo, referido como wzy

(polimerasa)-dependiente es el que se utilizaen la síntesis de la mayoria de

los antígeno O, especialmente en aquellos formados por subunidades

compuestas por diferentes azúcares (antígenos O heteropoliméricos).

14
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Figura 6

Biosíntesis de antígeno O en E. coli K12/O16. Sobre las

flechas se indican las proteínas responsables de cada etapa.
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Para este mecanismo no se ha identificado ningún transportador del tipo ABC,

por Io que se desconoce de dónde proviene la energía para la translocación

de las subunidades. En la figura 6 se representa esquemáticamente la

biosíntesis de antígeno O16 en E. coli K12/O16, que opera por este
mecanismo.

Una característica interesante de los sistemas dependientes de

polimerasa es que la longitud de las cadenas de antígeno O está

rigurosamente controlada. El proceso involucra a una enzima denominada

sz (antes conocida como rol por “_regu|atorof Q-chain lenght” o cld). La

longitud de los polisacáridos O tiene una distribución bimodal. observándose

que cadenas de una sola subunidad son muy abundantes. pero moléculas

conteniendo más unidades son progresivamente menos abundantes. Sin

embargo esta tendencia se revierte al llegar a un número mayor de

subunidades de antígeno O, siendo cada vez más abundantes moléculas con

entre 25 y 35 subunidades“. La existencia de este mecanismo ha sido

confirmada por la observación de que la mutagénesis del gen wzz elimina la

distribución bimodal y produce una distribución de las longitudes de antígeno

O que es la que se predice por una ligación y polimerización al azar15'16

1.4 Estructura de los operones de biosíntesis de antígeno O

Los genes involucrados en la biosíntesis de polisacáridos

generalmente se agrupan en operones o “clusters”. E. coli posee varios de

estos operones, entre los que se encuentran los necesarios para la sintesis

del core. del antígeno O y de exopolisacáridos como el ácido colánico. el ECA y

las cápsulas K. Estos operones están formados en general por 3 clases de

genes: a) aquellos requeridos para las enzimas involucradas en caminos

biosintéticos de nucleótido azúcares (u otros componentes). necesarios para

la síntesis de polisacáridos y que, por no ser requeridos en otra vías

metabólicas, no se encuentran codificadas en otra región del cromosoma; b)
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los genes para las glicosiltransferasas, yc) los genes para el procesamiento

de oligo o polisacáridos. El número de genes varía dependiendo de Ia

complejidad del polisacárido.

Para la síntesis de antígeno O ya se han identificado 26 genes

diferentes considerando solamente Salmonella y un número bastante mayor

en E. coli. Recientemente”, y debido a Ia enorme cantidad de genes

involucrados en la síntesis de los diferentes antígenos O, se ha adoptado una

nueva nomenclatura. El operón para la síntesis de antígeno O, antes

nombrado rfb, ha recibido la denominación wb.

Analizaremos los operones para la síntesis de antígeno O de dos

cepas de E. coli: E. coli K12/O16 y E. coli O7 yde S. enter/ca LT2, que serán

utilizados como modelo de estudio en esta Tesis.

El antígeno O de E. coli K12/O16. Ia cepa de uso más frecuente en los

laboratorios de biología molecular, contiene GIcNAc,ramnosa (Rha), glucosa

(Glc) ygalactofuranosa (Galf) (figura 4). La organización del operon wb de E.

coli K12/O16 ha sido descripta por los grupos de P. Reeves y M. Valvano 7' 58

Dentro de este operón (figura 7A) se encuentran los genes necesarios para la

síntesis de Rha y Galf. Para la síntesis de Rha se requieren 4 genes, que son

los cuatro primeros del operón y que permiten la síntesis de TDP-Rha a partir

de Glc-1P 3. Para la síntesis de Galf sólo se requiere un gen, denominado g/f,

que codifica para Ia UDP-galactopiranosa mutasa, responsable de la

conversión de UDP-galactopiranosa (UDP-Galp) en UDP-Galf‘a. También

existen genes que codifican las transferasas de Glc y Galf que transfieren

estos azúcares en las posiciones tercera y cuarta de Ia subunidad O

respectivamente. Para la síntesis de la subunidad O es necesaria también

una ramnosil transferasa que transfiera la Rha en la segunda posición del

esqueleto O16, luego de la GIcNAcy una acetil transferasa. que transfiere un

grupo acetilo al carbono 2 de Ia Rha. Además existen genes para Ia

polimerasa (wzy) y Ia putativa translocasa (wzx) (ver siguiente sección)

(figuras 4 y6). Las cepas de E. coli K12 del linaje W3110 usualmente no

producen antígeno O debido a que poseen una inserción del tipo lS5
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interrumpiendo el gen wbbL, que codifica para Ia ramnosiltransferasa7'19. La

introducción del gen wbbL en trans es capaz de restablecer la capacidad de

sintetizar antígeno O.

E coli VW187(07:K1) es la cepa responsable de algunas infecciones

¡ntraintestinales y meningitis en neonatos e infecciones en el tracto urinario en

adultoszo. El antígeno O7 contiene cinco azúcares: GlcNAc. Galp, manosa

(Man), Rha y N-acetilviosamina (N-VioNAc) (figura 2). La organización del

operón wb de esta cepa (figura 7B) ha sido descripta por el grupo de M.

Valvano16'21.Dentro de este operón se encuentran cuatro genes implicados en

la biosíntesis de TDP-Rha, dos para Ia síntesis de GDP-Man, dos para la

síntesis de TDP-VioNAc,cuatro transferasas de azúcares, el gen de la

translocasa (wzx) y el gen de la polimerasa (wzy). El gen wzz, regulador de la

longitud de la cadena de antígeno O se halla fuera del operón.

El antígeno O de S. enterica LT2 (serovar typhimurium, grupo B)

contiene Galp, Rha, Man yabecuosa (Abe) (figura 2). En el operón (figura 7C)

se encuentran cuatro genes para la síntesis de TDP-Rha, cinco para la

síntesis de CDP-Abe y dos para la síntesis de GDP-Man. el gen para la

translocasa sz y los genes que codifican para la cuatro transferasas que
transfieren los azúcares desde los nucleótido-azúcares a la subunidad O en

formación. El UDP-Galp tiene otras funciones adicionales en S. enter/ca y por

lo tanto su biosíntesis no está controlada por el operón wba. El gen wbaP. a

diferencia de su homólogo wecA en E. coli, está contenido dentro del operón.
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Figura 7
Organización genética de los operones wb de las cepas E. coli
K12/O16 (A), E. coli O7 (B) y S. enten'ca LT2 (C).
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1.5Laenzimasz actúa posiblemente como una translocasa

Todos los operones de antígeno O que operan por el mecanismo

dependiente de polimerasa contienen un gen que codifica para una proteína

que posee 12 potenciales regiones transmembranaz' 22,designada como sz

(previamente RfoX). Esta proteína ha sido postulada como Ia “flipasa” o

“translocasa” encargada de translocar Ia subunidad O a través de la

membrana interna19.

Las diferentes translocasas (sz) poseen una muy baja homología de

secuencias tanto a nivel de DNAcomo de proteínas. Esta particularidad ha

sido explotada para utilizar los diferentes genes wzx como marcadores

genéticos y poder distinguir entre diferentes serotipos. aún dentro de una

misma especie16' 23.En Ia figura 8 se observa el alineamiento de secuencias

de las translocasas de antígeno O de diferentes cepas de E. coli, Salmonella.

Pseudomonas y Shige/la. Aunque Ia homología a nivel estructura primaria es

muy baja, si se analizan los diagramas de hidropatía de las diferentes

translocasas puede predecirse que todas las proteínas sz secuenciadas

hasta el momento poseen 12 hélices transmembrana, siendo los diagramas

resultantes muy similares.

Los intentos por sobreexpresar sz han sido infructuosaszz, Io que ha

imposibilitado los estudios estructurales y mecanísticos de las putativas

translocasas. Anteriormente se han descripto casos en los cuales Ia

sobreexpresión de una proteína de membrana resultaba letal, especulándose

que se vería comprometida Ia integridad o el funcionamiento de Ia

membrana". Hasta hace muy poco tiempo tampoco había sido posible

obtener mutantes en el gen wzx cromosomal19, y se asumía que la

acumulación de las subunidades O resultaba deletérea para la célula. Una

explicación para este fenómeno es que la acumulación de subunidades O

consumiría una gran cantidad de undecaprenol. AI no disponer Ia célula de tal

cantidad, Ia síntesis de mureína se vería alterada, Io que podría resultar letal.

Sin embargo, sí ha sido posible realizar estudios en una cepa transformada

con un plásmido codificando un operón completo de antígeno O que posee un
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transposón insertado en el gen wzx. Este trabajo, es, hasta el momento, el

único en eI que se estudió Ia actividad “flipasa”o translocasa de sz. En los

experimentos de Liu ycolaboradore525, se demostró que una mutación en el

gen wzx de Shigel/a dysenteriae provoca la acumulación de subunidades O.

Además los autores postularon que esta acumulación se produce en el lado

citoplásmatico de la membrana interna, aunque las evidencias basadas en

experimentos con vesículas invertidas y esferoplastos no fueron del todo

concluyentes.

Recientemente se obtuvo en Pseudomonas aeruginosa O5, una

mutante cromosomalen el gen wzx26En esta mutante no hay producción de

antígeno O y, curiosamente se ve afectada también la sintesis de un

homopolímero de Rha. Esta última característica se revierte si se aumentan

los niveles del gen homólogo a wecA.

Por todo esto. Ia asignación de sz como una translocasa es sólo

tentativa y se requieren experimentos adicionales para Ia elucidación del

mecanismo bioquímico involucrado en Ia presunta actividad de translocasa.
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translocasas de diferentes orígenes. En negro se observan los
aminoácidos conservados.
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1.6Translocasas gue intervienen en la biosíntesis de exopolisacáridos

La biosíntesis de exopolisacáridos generalmente se inicia de Ia misma

manera que Ia síntesis de antígeno O, con la transferencia de azúcares-P

desde nucleótido azúcares hacia un prenoI-P. Para la translocación a través

de la membrana se ha propuesto un mecanismo similar al planteado para el

antígeno O. Entre los polisacáridos que operarían por este mecanismo se

encuentran el succinoglicano de Rhizobium meliloti 27, el xantano de

Xanthomonas campestris, el ácido colánico en E. coli 28,el amilovorano en

EMínía amy/ovora y el exopolisacárido de Lactococcus lactís. En los

respectivos operones existen genes homólogos a la putativatranslocasa sz,

que poseen 12 regiones transmembrana. Además se han encontrado

también homólogos a sz en bacterias Gram positivas, como Bacil/us subti/is.

En este caso el gen homólogo a wzx intervendría en la biosíntesis de ácidos

teicoicoszg.

En R. meliloti. la mutación del gen homólogo a wzx, exoT, produce un

fenotipo distintivo. La cepa mutante exoT sintetiza normalmente el

succinoglicano de alto peso molecular, pero no produce el succinoglicano de

bajo peso molecular que consiste en dímeros ytrímeros de la subunidad de

octasacárido. Este hecho plantea la posibilidad que ExoTpueda tener alguna

otra función adicional a la de translocasa o aún cumplir una función

completamente diferente. Se ha postulado además que ExoT formaría

complejos con otras proteínas de membrana como ExoP y Eonao.

En la figura 9 se representan las estructuras de las subunidades

repetitivas del sucinoglicano y del ácido colánico.
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<
Succinoglicano Ácido colánico

4 Piruvato

< Suocinato

Figura9

Estructura de las subunidades repetitivas del succinoglicano de

R. meli/oti y el ácido colánico de E. coli K12.

Puede observarse en la figura 10 el árbol filogenético resultante de la

comparación de las putativas translocasas de antígeno O, exopolisacáridos y

ácido teicoico. De este árbol se desprende que existen translocasas de

antígeno O, como la de E. coli O7 que presenta más homología con

translocasas de exopolisacáridos como ExoT o szC que con otras

translocasas de antígeno O de su misma especie, como Ia de E. coli 0157, lo

cual sugiere una función común para todas estas translocasas: la

translocacíón de oligosacáridos-prenol a través de la membrana.
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B. subiilis
E.coli O7
exoT
E.coli K12

l l P. aeroginosa 011S.llexnen 02A
epsK
E. coli 0157
Salmonella LT2
Salmonella E1
E. coli 08

Figura 10

Arbol filogenético que incluye translocasas de antígeno O (E. coli

K12, E. coli O7, E. coli 0157, E coli O8, S. enterica LT2, S. enterica

E1, P. aeroginosa O11 y S. flexneri 02A). de exopolisacáridos

(ExoT, EpsK y szC) y de ácidos teicoicos (B. subti/is).

1.7Translocasas en Ia síntesis de peptidoglicano

La biosíntesis de peptidoglicano ha sido el foco de una exhaustiva

investigación durante los últimos 40 años, debido principalmente a Ia

vulnerabilidad de las bacterias a Ia inhibición de esta esencial y exclusiva vía31.

EI descubrimiento y la aplicación clínica de los antibióticos B-lactámicos y

glicopéptidos que actúan sobre las últimas etapas de la biosíntesis de

mureína han hecho posible el tratamiento de rutina de infecciones

bacterianas. Sin embargo, el uso indiscriminando de estos antibióticos ha

llevado a Ia aparición global de resistencias a estos antibióticos. Por Io tanto,

se ha renovado el interés por el estudio de la biosíntesis de peptidoglicano en

busca de nuevos blancos de inhibición para antibióticos.

El peptidoglicano se sintetiza en tres etapas: síntesis del precursor

citoplasmático UDP-MurNAc-L-AIa-D-GIu-X-D-Ala-D-Ala(donde X puede ser

ácido meso-diaminopimélico, m-DAP, o L-Lys); translocación a través de Ia

membrana plasmática, ytransglicosilación ycross-linking sobre Ia superficie
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celular (figura 11).

El pentapéptido precursor es sintetizado en el citoplasma mediante la

adición secuencial de L-Ala, D-Glu y m-DAP a UDP-MurNAc, seguida de Ia

adición de un dipéptido D-AIa-D-Alapor Iigasas solubles dependientes de

ATP31.El pentapéptido-MurNAc se transfiere posteriormente a undecaprenol-P

que actúa como transportador, por Ia acción de una proteina integral de

membrana (translocasa l), que en E. coli está codificada por el gen mraY,

produciéndose UMP y undecaprenoI-pirofosfato-MurNAc-pentapéptido (figura

9). Posteriormente se agrega GIcNAcal residuo de MurNAcpor Ia transferasa

codificada por el gen murG Se ha demostrado recientemente que esta

enzima se encuentra periféricamente asociada a la cara citoplasmática de Ia

membrana interna”. EI disacárido-pentapéptido es de alguna manera

translocado hacia Ia cara externa de Ia membrana, donde es transglicosilado y

se produce su posterior entrecruzamiento. La etapa de transglicosilación

libera undecaprenoI-pirofosfato, el cual es reciclado a través de una

defosforilación para generar undecaprenol-fosfato (figura 11).

Hasta el momento no ha sido identificada ninguna proteína que

participe en el proceso de translocación del disacárido-pentapéptido-P-P­

undecaprenol a través de la membrana plasmática. Sin embargo, dada Ia

evidente analogía que existe entre este proceso y Ia translocación de

subunidades de antígeno O, es lógico sugerir que deberá existir una proteína

que asista Ia translocación del precursor del peptidoglicano. La identificación

de esta proteína y su caracterización podrían permitir el diseño y desarrollo de

nuevos antibióticos.
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Figura 11

Biosintesis de peptidoglicano. Las primeras etapas se realizan en

el citoplasma y las últimas sobre Ia cara periplasmática de la

membrana intema. La existencia de Ia flipasa no está

demostrada.
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1.8 Translocasas gue translocan DoI-P-azúcares a través de la membrana

del Retículo Endoplásmico

La N-glicosilaciónde proteínas en eucariotas puede ser dividida en dos

procesos diferentes: el ensamblado del Dol-P-P-oligosacárido

(G’C3M3ÜgG'CNAC2)en la membrana del reticulo endoplásmico (RE) y la

transferencia del oligosacárido desde el DoI-P-Pa residuos de asparagina de

cadenas polipeptídicas. Se ha determinado que la primera parte del primer

proceso en el lado citoplasmático de la membrana del RE, mientras que la

adición de cuatro residuos de Man y los residuos de Glc tiene lugar en el

lumen del RE33. El caracter bipartito del camino propuesto requiere varias

etapas de translocación de DoI-P-P-monosacárido y oIigosacárido-P-P-Dol“.

El intermediario Man5GlcNAcz-P-P-Doly los dadores de azúcares para las

reacciones de ensamblado posteriores, DoI-P-Many Dol-P-Glc, se sintetizan

en el lado citoplasmático y tienen que translocarse al lumen del RE”. En base

a experimentos con Iiposomas, se ha sugerido que la translocación del DoI-P­

Man se produce en forma simultánea a su síntesis a partir de GDP-manosa y

DoI-P, resultando el Dol-P-Man orientado hacia el espacio Iumenalas. Sin

embargo, esta translocación no fue observada en experimentos ¡n vivoas.

Utilizando un análogo de DoI-P-Man soluble en medio acuoso,

citroneloI-P-Man y extractos de células eucariotas, se ha determinado la

existencia de una translocación asistida por proteínas37. El proceso poseería

gran especifidad, ya que el citroneloI-P-Glc no resultó ser un inhibidor

competitivo del transporte transmembrana del citronelol-P-Man. Además se ha

demostrado que el movimiento transmembrana no asistido de prenol­

pirofosfato-azúcares en Iiposomas es extremadamente lento3a'39,Io que

sugeriría que ¡n vivo estaria asistido por proteínas. Sin embargo, hasta el

momento, no se han aislado mutantes deficientes en alguno de los genes

relacionados con las etapas de translocación, probablemente debido a que

una mutación en estos genes resultaría en un fenotipo letal en levaduras,

debido a que la N-glicosilación se encontraría inhibida‘w. También la
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translocasa de Dol-P-Man podría ser una enzima esencial, debido aI

requerimiento de DoI-P-Man para la O-glicosilacíón de proteínas y Ia síntesis

de glicosil fosfatidil inositol en el lumen del RE“. La falta de Ia translocasa

para Dol-P-Glc debería resultar en un fenotipo similar a una mutante en los

genes de la DoI-P-Glc sintetasa (alg5) o la glucosiltransferasa (algó)

responsable de Ia transferencia de Ia primera Glc de DoI-P-Glc a

MangGlcNAcz-P-P-Doly podría por Io tanto no afectar ostensiblemente la

viabilidad celular. Sin embargo, los “screenings” intensivos tendientes a aislar

estas mutantes han sido infructuosos“. Basándose en esta evidencia

negativa, se ha especulado que Ia translocasa de Dol-P-Man podría también

translocar DoI-P-Glcy viceversa. Esta redundancia no permitiría Ia detección

sencilla de una mutante en alguno de esos transportadores. Alternativamente,

el DoI-P-Glc podría ser translocado por alguna de las transferasas que Io

utilizan como dador de GIc, como AIng, AIng o Alg10p, ocurriendo la

translocación simultáneamente con Ia transferencia de Ia Glc al oligosacárido­

P-P-dolicol. La estructura propuesta para estas transferasas, consistente en

múltiples dominios transmembrana, es compatible con ese modelo, el cual

podría aplicarse también para las manosiltransferasas que utilizan DoI-P-Man
como dador de manosas.
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2.-OBJ ETIVOS

Los objetivos del presente trabajo de Tesis son:

xl Iniciar estudios mecanísticos acerca de Ia translocación de glicolípidos

a través de membranas biológicas, utilizando el antígeno O de E. coli como

modelo.

xl Establecer las bases estructurales requeridas para que una subunidad

de antígeno O sea translocada al espacio periplásmico.

«J Analizar si los procesos de translocación funcionan de Ia misma

manera para el antígeno O y para exopolisacáridos, en base a la capacidad de

las putativas translocasas de exopolisacáridos de reemplazar funcionalmente

a las translocasas de antígeno O.

x/ Analizar los componentes de Ia maquinaria de translocación de

undecaprenoI-P-P-azúcares a través de Ia membrana de E. coli.

xl Determinar el sitio de unión del antígeno O al lípido A-core de E. coli

K12/O16.
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3.-MATERIALES Y METODOS

3.1 Células y medios de cultivo

Para los procesos de clonado se utilizó Ia cepa E. coli DHSa (Life

Technologies). La mutante en el gen glf se construyó sobre una cepa

resistente a ácido nalidíxico (Nx) derivada de E. coli K12 W3110 [rph-1 lN(rrnD­

rmE)1]. Para otros experimentos se utilizaron las cepas CLM443,que es una

derivada recA de Ia cepa SQ874'14a la que se Ie delecionaron los genes

requeridos para Ia síntesis de ácido colánico y LPS O16. La cepa CLM20

también deriva de S®874 y su construcción se detalla más adelante.

Las células fueron generalmente crecidas a 37 °C en medio LB líquido

o placas de LB agar 1.5%. La composicion del medio LB es NaCI 1%, triptona

1% y extracto de levadura 0.5%. Las concentraciones finales de antibióticos

utilizadas fueron a concentraciones finales 100 pg/ml para ampicilina (Amp),

20 ug/ml para tetraciclina (Tet), 40 ug/ml para kanamicina (Km), 80 ug/ml para

spectinomicina (Sp), 15 ug/ml para cloramfenicol (Cm) y 50 ug/ml para Nx. A

menos que se especifique, todos los reactivos utilizados fueron obtenidos de

Sigma.

3.2 Procedimientos con DNA

Las enzimas de restricción y otras enzimas modificadoras utilizadas

fueron generalmente compradas a New England BioLabs. La enzima T4 DNA

Iigasa se obtuvo de GIBCO BRL. En todos los casos se utilizaron de acuerdo a

las condiciones recomendadas por los fabricantes. Las transformaciones de

bacterias se realizaron por electroporación con un electroporador Gene Pulser

(Bio-Rad). Las preparaciones de DNA cromosomal se hicieron utilzando el

método descripto por Owen y Borman45. Los plásmidos se purificaron como

se ha descripto previamente46. Cuando fue necesario los fragmentos de DNA

se purificaron de geles de agarosa utilizando el kit Gen Clean II(Bio101). Los

plásmidos utilizados en este trabajo se Iistan en la tabla I.
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Tabla | Características de los Plásmidos utilizados en este estudio

Plásmido Propiedades relevantes Origen o referencia
pCM206 amplicon de 9Kb conteniendo AwecA-C este estudio

de Ia cepa CLM20, clonado en pMAV3
pEXT21 Vector de expresión de bajo número de

copias, con resistencia a Spy replicon 57
pSa

pGP704 Vector de clonado, plásmido suicida 47
pJHCV32 Cósmido conteniendo el operón de

genes para la biosíntesis de antígeno 51
O7

pJHCV32zzTn3 pJHCV32.wzxzzTn3HoHoI-128
HoHoI-128 2‘

pMAV3 Vector de clonado 54

pMAV11 wecA+ clonado en pACYC184 53
pMF1 Amplicón de 1.9 Kb conteniendo el gen este estudio

glf y sus regiones flanqueantes en
pGEM3

pMF2 pMF1, g/fi:cat, inserción del gen cat en este estudio
el sitio Sty/ de glf.

pMF9 glfizcaty sus secuencias flanqueantes este estudio
clonados en pGP704

pMF1O pMF9 conteniendo el casette SacB- este estudio
SacR-nptl en el sitio Bglll

pMF19 Amplicón de 900bp conteniendo el gen este estudio
wbbL (ramnosiltranferasa) en pEXT21

pMF20 Amplicón de 1.25 Kb conteniendo el este estudio
gen wzx de E. coli K12/O16 clonado en
pEXT21

pMF21 Amplicón de 1.5 Kb conteniendo el gen este estudio
wzx de E. coli O7 clonado en pEXT21

pMF24 Amplicón de 1.2 Kb conteniendo el gen este estudio
wzx de S. enterica LT2 clonado en
pEXT21

pMF26 Amplicón de 1.5 Kb conteniendo el gen este estudio
wsz de E. coli K12 para Ia síntesis de
ácido colánico clonado en pEXT21

pMF28 Amplicón de 1.2 Kb conteniendo el gen este estudio
exoT de R. meli/oti clonado en pEXT21
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3.3 Reacciones de PCR

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un

ciclador MJ Research. Los oligonucleótidos se sintetizaron en GIBCO BRL.

Los oligonucleótidos utilizados se detallan en Ia tabla II. Se utilizó DNA

genómico o plásmidos conteniendo los genes de interés como templados. El

templado fue calentado a 95 °C por 5 min en un volumen final de 45 ul

conteniendo 200 pM de cada uno de los desoxinucleótidos (dNTPs). Tris-HCI

10 mM pH 8.3, KCI 50 mM, MgCI2 2.5 mM y 5 pg de cada oligonucleótido.

Luego de los 5 min se agregaron 2.5 unidades de Taq polimerasa (GIBCO­

BRL)y se realizaron de 25 a 30 ciclos. En los casos en los que se requirió el

producto de amplificación para su expresión, se utilizó Ia enzima Pwo

polimerasa (Roche Diagnostics) que posee una tasa de mutaciónes menor a

Ia de la Taq polimerasa.

En algunos casos se utilizó la técnica de “PCR sobre colonia",

realizando la reacción de PCR utilizando como templado el DNA extraído

sencillamente de una colonia entera. Para estos casos, una colonia se

resuspendió en 40 ul de agua. se calentó a 100 °C durante 5 min y luego se

centrifugó a 10.000 rpm por 2 min. Se utilizaron 5 uI del sobrenadante como

templado para la PCR.

3.4 Construcción y caracterización de la cepa de E. coli CLM20

La cepa 2156648 posee un transposón Tn10 insertado en el gen wecD.

Esta inserción se transdujo en la cepa S®874 usando el bacteriofago P149.Se

seleccionaron colonias resistentes a Tet y se seleccionó por PCR un clon

(CLM5), que poseía la inserción Tn10 en Ia orientación deseada (figura 12). Se

aislaron derivados de CLM5que no poseían el Tn10 por el método descripto

por Maloyy Nunn5°.Se seleccionaron colonias Tets y se analizaron según su

capacidad de expresar el LPS O7 cuando son transformadas con el plásmido

pJHCV3251.Dado que el gen wecA es necesario para Ia expresión del LPS O7
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y el gen wecD no es requerid052'53.lafalta de producción de LPS O7 indica una

deleción que elimina Ia actividad del gen wecA que está ubicado río arriba del

gen wecD (figura10).

Primer

#15

#62
#39

#40

#85

#88

#98

#99

#100

#101

#102

#103

#104

#105

#106

#107

#108

#109

#110

TABLA II

PRIMERS UTILIZADOS

Secuencia

CATGACGAGCÏTCGGACTGA

TCGATGCAATGGAAT

GATCAC'I'I'CGCAGAAT

AA'ITACGCCCCGCCCT

CTGGTI'GCTGGAAÏTAT

CGCATACGGCTGGATAA

TCAACGGTAGCGTCATÏTA

TGCTCGCGGCCCTGGAATG

GAACAÏTGAAATGGTAT

ATGAGCTCATGAATAACAAACTAGCCAG

TAGGATCCCAGGTAAGGCATGAATI'C

ATGGATCCTGCATGAATACGAATAAAÏTAC

TAAAGCTTAATCCTCAGCAAACCAG

TAGAAÏTCTGCATAATGAAAG'ITCAATTG

ATGTCGACGCATATGA'ITATCCC'ITA'ITTG

ATGGATCCATGACCCCAACCGW'AACG

TAAAGCTI'CTCTITCTI'CCGCAGTCG

ATGGATCCGATATGAGCTI'ACGTGA

TAAAGCTTAACAGCAACTCACCCCG

Blanco Sitio

rm/A

rho

cat

cat

glf

glf

wzy

wbbL

wbbL

wszco7 Sacl

wszco7 BamHl

wzx,_=co15 BamH l

WZXEco15 Hindlll

wzx3em EcoRI

WZXseL-rg Sall

exoT EcoRl

exoT Hindlll

wsz EcoRI
wsz Hindlll
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k Tn10-66 \Vy «6‘
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pCM206

Cepo CLM20 i l ’m’B ][ ]
wecA' 'wecC

l 2Kb l

Figura 12

Construcción de Ia cepa CLM20. Mapa genético parcial del

operón wec (síntesis del ECA) en las cepas CLM5 y CLM20 de E.

coli K-12. La región sombreada representa Ia región eliminada

en CLM20. CLM5 posee una inserción Tn10 en la región próxima

al extremo 5’ del gen wecC. La ubicación de los primers #15 y

#62 utilizados para la amplificación del fragmento clonado en el

plásmido pCM206 se indica con flechas.
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Una de esas colonias, denominada CLM20 se examinó además por

PCR utilizando los primers #15 y #62. Se obtuvo un fragmento de 9 Kb. que se

clonó en el sitio Smal del vector pMAV3“.generando el plásmido pCM206. El

tamaño exacto de la deleción fue verificado por secuenciación.

3.5 Obtención de una mutante en el gen gif de E. coli K12 W3110 (cepa
MFF1

La estrategia utilizada se representa esquemáticamente en la figura 13.

Se amplificó por PCR un fragmento de 1.9 Kb que abarca el gen g/f y sus

regiones flanqueantes. Se utilizaron para ello los primers #85 y #88 sobre el

plásmido pZY101858como templado (figura 14). El producto de amplificación

se fosforiló para permitir su ligación en el sitio Hincll del vector pGEM3 y

obtener el plásmido pMF1. Este plásmido fue utilizado como punto de partida

para generar la mutación en el gen glf por la inserción de un casette de

resistencia a Cm. Este casette contiene el gen cat (Cm acetil transferasa) con

su propio promotor, pero carece de señales de terminación de la transcripción

a fin de no afectar la expresión de los genes ubicados río abajo en el operón.

El gen cat se amplificó por PCR utilizando el plásmido pMAV3como templado

y los primers #39 y #40. El producto de PCR se fosforiló y se insertó en el sitio

Styl ubicado en la región codificante del gen glf en pMF1. Luego de la

transformación, se analizaron por PCR las colonias resistentes a Amp y Cm

para seleccionar un clon (pMF2) con el gen cat insertado en la orientación

deseada. El plásmido pMF2 se trató con Smal y Sphl, liberandose un

fragmento de 2.5 Kb conteniendo el gen g/finterrumpido por el gen cat. Este

fragmento fue ligado en los sitios Sphl y EcoRV del plásmido suicida pGP704.

Este vector posee un gen de resistencia a Amp (Ampr) y el replicón R6K

dependiente de la proteína Pir. Esto significa que este plásmido y todos sus

derivados no pueden replicarse a menos que sean complementados con Ia

proteína Pir codificada en trans. Por esta razón la mezcla de ligación se

introdujo en la cepa BW19610 que posee la proteína Pir codificada por un fago
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BgIII
Sphl

EcoRV

pGP704

Apr

YSmal, Sphl

SacB-npt1
BamHI

SacB-npt1

Figura 13

Construcción de la cepa MFF1. Se utilizó el plásmido suicida

pGP704, en el cual se clonó el gen g/f con su región adyacente en

en el cromosoma, interrumpido por el gen cat. Para facilitar la

búsqueda de la doble recombinante se incluyó en la construcción el

gen sacB, que es letal en presencia de sacarosa 10%.
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Figura 14

Mapa genético del operón wb de E. coli K-12/O16. La ubicación y

dirección de Ia transcripción del gen cat insertado en el gen g/f en

Ia cepa MFF1 se señala con la flecha. Se observa la presencia de

una inserción IS5 en el gen wbbL (sombreado). También se

señalan las ubicaciones de los plásmidos pMF1, pMF19, pMF20,

pMF21, pPR1474 y pZY1003 y de los primers #85, #88, #99 y

#100 (flechas curvas). RmIABCD, genes necesarios para Ia

síntesis de TDP-Rha; wzx, translocasa; g/f, UDP-Galp mutasa;

wbbl, polimerasa de antígeno O; wbbJ, galactofuranosil

transferasa; wbbK o-acetil transferasa; WbbL. ramnosil

transferasa.
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Iambda integrado en el cromosoma. EI plásmido resultante se denominó

pMF9.

Paralelamente se obtuvo a partir de una digestión con BamHI del

plásmido pUM2455un casette que confiere resistencia a Km y sensibilidad a

sacarosa. El casette se compone del gen npt/ y los genes sacB y sacR de B.

subí/71's.Por razones no muy conocidas, la expresión del gen sacB es letal en

bacterias Gram' en presencia de sacarosa 5% y ha sido utilizado ampliamente

para obtener mutantes por doble recombinación. AI gen sacR se le ha

asignado una función regulatoria55. EI fragmento de 3 Kb conteniendo el

casette sacB-npt1 se Iigó al sitio Bglll de pMF9. El plásmido obtenido se

designó como pMF10.

Se transformaron con el plásmido pMF10 células de la cepa conjugativa

BW19851 Spr (Pir+)56.Posteriormente se mezclaron estas células con otras

de la cepa W3110 Nxrpara permitir Ia conjugación entre ambas. Se seleccionó

un clon resistente a sacarosa, Cm y Nx sensible a Amp, Sp y Km. Para obtener

células con este fenotipo debieron haber ocurrido dos eventos de

recombinación: en eI primero el plásmido conteniendo el gen g/fi'Cm’ se

integró al cromosoma de W3110 y en un segundo evento el cassette npt1­

sacB y el resto del plásmido pGP704 se escindieron de él.

Para comprobar que la inserción del gen cat se produjo en el sitio

esperado se realizó una PCR sobre colonia (“colony PCR") utilizando el primer

#39 en el gen cat y el primer #98 en el gen wzy, ubicado inmediatamente

hacia el 3’ del gen glf. La cepa mutante en el gen g/f se designó MFF1.

3.6 Southern-Blot
EI correcto remplazamiento alélico en el gen glf se confirmó además

por Southern-Blot. Para ello se digirió DNAcromosomal de las cepas W3110 y

MFF1 con la enzima Sphl que no corta dentro de Ia construcción utilizada para

obtener Ia mutante. EI producto de la digestión se resolvió en un gel de

agarosa yse transfirió a un filtro de nitrocelulosa46. Se utilizó como sonda el
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gen glf completo amplificado por PCR y marcado con dioxigenina utilizando el

kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection de Boeringer-Roche, el que se

utilizóde acuerdo a las recomendaciones del fabricante.MMM
Como ya se ha mencionado Ia cepa W3110 posee una inserción IS5 en

el gen wbbL que codifica para Ia ramnosil transferasa que agrega la Rha en la

posición 2 de la subunidad O. Para complementar esta mutación se utilizaron

los primers #99 y#100 para amplificar por PCR eI gen wbbL utilizando el

plásmido pPR147419 como templado y Taq polimerasa. EI producto de PCR

se Iigó al pGEM-T-easy (Promega), obteniéndose el plásmido pMF5. Este

plásmido se digiríó con EcoRl a fin de recobrar el fragmento conteniendo el

gen wbbL. El fragmento se purificó a partir de un gel de agarosa y ligado en el

vector de expresión pEXT2157previamente digerido con EcoRI y tratado con

fosfatasa alcalina. El plásmido resultante se denominó pMF19.

3.8 Clonado y expresión de las diferentes putativas translocasas

En todos los casos se utilizó el vector de bajo número de copias

pEXT21. Se eligió este vector debido a que los intentos de utilizar vectores de

alto número copias para la expresión de proteínas de membrana

frecuentemente han resultado infructuososzz. EI número de copias por

cromosoma del pEXT21 varía entre tres y cuatr057. Las regiones codificantes

de los diferentes genes wzx y sus genes homólogos exoT y wsz fueron

clonadas bajo el control del promotor inducible p/ac.

Para todos los genes se utilizaron primers conteniendo sitios de

restricción únicos para facilitar su Clonado. Para amplificar el gen wzx de la

cepa de E. coli VW187 O7:K1 (wszco7) se utilizaron los primers #101 y #102. El

primer #101 contiene un sitio para la enzima Sacl y el primer #102 el sitio

BamHI. Se empleó la enzima Pwo polimerasa. a una temperatura de

hibridización de 52 °C yeI plásmido pJHCV3251como templado. El producto
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de PCR se digirió con Sacl y BamHI, se purificó y se Iigó al plásmido pEXT21

previamente digerido con las mismas enzimas. El plásmido resultante que

expresa el gen wszcm se denominó pMF21.

Se utilizó la misma estrategia para el clonado del gen wxz de E. coli

W3110 O16:K12 (wszoo15)y los demás genes wzx utilizados en esta Tesis.

Para obtener wszoom se emplearon los primers #103 y#104 conteniendo los

sitios BamHl y Hindlll respectivamente y el plásmido pZ100158 como

templado. El plásmido obtenido que expresa el gen wszco16 se denominó

pMF25.

Para amplificar wzx de S. enteríca serovar typhimurium de la cepa LT2

(WZXSeL-rz)se utilizaron los primers #105 y #106 conteniendo los sitios

correspondientes a EcoRl y Sa/I. Como templado se utilizó DNAcromosomal

de la cepa SA4022. EI plásmido obtenido que expresa el gen wzxsmz se

denominó pMF24.

Para el clonado del gen exoT de R. me/¡loti se realizó una PCR sobre

DNA cromosomal de la cepa B399. Se utilizaron los primers #107 y #108

conteniendo los sitios BamHl y Hindlll. Para esta reacción de PCR debió

elevarse la temperatura de hibridización a 60 °C. EI fragmento amplificado por

PCR se clonó en los sitios mencionados del vector pEXT21 generando el

plásmido pMF28. Para el clonado de wsz de E. coli K12 se utilizaron DNA

cromosomal de la cepa W3110 como templado y los primers #109 y #110

conteniendo los sitios para BamHl y Hindlll respectivamente. El plásmido

obtenido que expresa el gen wsz se denominó pMF26.

3.9 Purificación de LPS (minipreparaciones)

Para realizar las minipreparaciones de LPS se partió de células de E.

coli crecidas en LB. En los casos donde correspondía se agregó al medio

isopropil beta tio-galactósido (IPTG) a una concentración final de 0.5 mM para

inducir la expresión de genes bajo acción del promotor lac. Las células se

colectaron por centrifugación y se resuspendieron en PBS ajustando la ODGOOa
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2. Porciones de 1.5 ml de Ia suspensión se centrifugaron, se resuspendieron

en 150 ul de buffer de lisis (2% SDS, 4 °/o2-mercapto etanol, 10 % glicerol, 1 M

Tris-HCIpH 6.8) y se hirvieron durante 10 min. Se agregó a las preparaciones

2 ul de proteinasa K (GIBCO-BRL),se agitó yse incubó a 60 °C por 60 min.

Posteriormente se agregó 150 ul de una solución de fenol 95%, incubándose

por 15 min a 70 °C, invirtiendo los tubos cada 5 min. Las preparaciones de

dejaron en hielo por 10 min yse centrifugaron a 14000 rpm por otros 10 min.

La fase acuosa se transfirió a otro tubo. al que se le agregaron 2 volúmenes y

medio de etanol para precipitar el LPS. Se centrifugó por 20 min., se descartó

el sobrenadante y el LPS se resupendió en 50 ul de agua.

3.10 Purificación de LPS (maxipreparaciones)

Las preparaciones a gran escala se realizaron mediante el método del

fenol calientesg, partiendo de 1 a 20 It.de cultivo, según el caso. Las células se

colectaron por centrifugación y se Iavaron con buffer PBS (50 mM fosfato de

sodio. 150 mM NaCI. pH 7.4). Posteriormente se resuspendieron en solución

PCP (fenol-cloroformo-éter de petroleo 122.514).utilizando 50 ml por cada 2 g

de células. Las preparaciones se homogenizaron en un homogeneizador

(Potter) y se centrifugaron a 7000 rpm a 4 °C, Los sobrenadantes se

calentaron a 50 °C hasta la evaporación total del cloroformo y el éter. EI LPS se

precipitó con un volumen de agua destilada y se centrifugó nuevamente,

obteniéndose tres fases, el agua en la fase superior. el LPS en la fase

intermedia y el fenol en la fase inferior. El fenol se removió y se repitió la

adición de agua para completar Ia precipitación del LPS. Las dos fases de

LPS se combinaron yse repitió la centrifugación. AI sedimento de LPS se le

agregaron 20 ml de metanol. Se centrifugó nuevamente por 15 min a 10000

rpm y posteriormente se aspiró el metanol. Se secó al vacío el LPS obtenido y

se resuspendió en 10 ml de agua destilada conteniendo Mgzcl 0.1 mM. Se

centrifugó a 100.000 x g a 15 °C por espacio de 16 h. EI precipitado obtenido

se resuspendió en 2 ml de agua destilada. La calidad de LPS obtenido se
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examinó por electroforesis en geles de poliacrilamida y se cuantificó

analizando el contenido de ácido cetodesoxioctanoico (KDO).

3.11 Análisis de LPS

El análisis de LPS se realizó por electroforesis en geles de

poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Se utilizaron geles a una

concentración de poliacrilamida 15 °/oconteniendo urea a una concentración

final 4 M. En algunos casos se visualizó el LPS directamente por tinción

argéntica21.

Cuando se consideró conveniente se transfirió el contenido del gel a

una membrana de polivinildendivinilfluoride (PVDF), (Roche Diagnostics),

utilizando un dispositivo de electrotransferencia semi-seco SemiporTE77

(Hoefer). Se utilizóel buffer de electroforesis conteniendo metanol 10% y se

transfirió durante 30 min. a 80 mA (10 V iniciales).

En algunos experimentos se efectuó un Western-blot revelando con

anticuerpos policlonales anti-antígeno O16 y O7. Para estos casos

primeramente se bloqueó el filtrocon PBS conteniendo leche descremada 5%

por espacio de 1 h. Se incubó con una dilución 1/200 del anticuerpo en la

misma solución. Posteriormente el filtro se Iavó tres veces con PBS leche, y se

incubó con proteína A-peroxidasa por 2 h. El filtro se lavó nuevamente 3 veces

con agua desionizada y se reveló en presencia de 4-cloro-naftol.

Para otros experimentos se procedió al revelado utilizando la Iectina de

germen de trigo (VVGA).Luego de bloquear la membrana, se incubó en PBS

leche conteniendo 7 ug/ml de WGA marcada con dioxigenina (Roche

Diagnostics). La presencia de la Iectina unida a la membrana se detectó

utilizando un anticuerpo anti-dioxigenina conjugado a fosfatasa alcalina,

revelándose con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) y cloruro de 4­

nitroblue tetrazolio (NBT). Como control positivo de unión de la Iectina se utilizó

ovoalbúmina.
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3.12 Aglutinación por la Iectina WGA

Se crecieron bacterias en LB,y cuando se llegó a una 00500 de 0.4 , se

agregó IPTG 0.5 mM y se continuó incubando a 37 °C por 3 h más. Alícuotas

de 1 ml se lavaron una vez con PBS y se ajustó la absorbancia a un valor de 2.

Por otra parte, la lectina WGA (Roche) se diluyó también en PBS y 25 ul de las

suspensiones bacterianas se mezclaron con 25 pl de diluciones seriadas de

la lectina WGA. La aglutinación fue observada luego de 3 min de rotación

sobre placas de vidrio.

La especificidad de Ia Iectina por GIcNAcse determinó examinando Ia

aglutinación de las bacterias en presencia de GIc o GIcNAc, utilizando

concentraciones de azúcares 0.1, 0.156. 0.312, 0.625 y 1.25 M. A las

soluciones de azúcares se les agregó una concentración de WGAde 12.5

ug/m y se examinó Ia capacidad aglutinante como se ha descripto en el

párrafo anterior.

3.13 Cuantificación de LPS

La cuantificación de LPS se realizó mediante Ia medición de KDOG°. El

LPS se disolvió en 0.1 mI de H2804 0.02 N yse calentó a 100° C por 20 min.

Posteriormente se agregó HZSO40.02 N hasta completar 0.2 mI. Luego se

agregó 0.25 mI de HIO4 0.04 N en 0.125 N de HZSO4. Se dejó 20 min a

temperatura ambiente (TA)y se agregó 0.5 ml de NaAst 2.6 % en HCI 0.5 N.

Por último se agregaron 2 mI de ácido tiobarbitúrico 0.6 %, se calentó por

espacio de 20 min a 100 °C. Luego de enfriar, se midió la absorbancia a 548

nm. La cantidad de KDOse calculó en base a una curva estandar realizada

con cantidades conocidas de LPS.

3.14 Reacciones de RT-PCR

Para Ia preparación de RNA a partir de bacterias, se utilizó Trizol

(GIBCO-BRL)de acuerdo a las condiciones estipuladas por el proveedor. La
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calidad del RNA se analizó por electroforesis en geles de agarosa. El RNA

obtenido se trató con DNAsa libre de RNAsa (Promega) en presencia del

inhibidor de RNAsa Rnasin (Promega). El RNA se trató con fenol y se precipitó

con etanol. Para Ia reacción de transcriptasa reversa (RT) se partió de 5 pg de

RNA al que se le agregó 1ul de una solución 10 uM del oligonucleótido en un

volumen total de 12 pl. La muestra se calentó a 70 °C 10 min y luego se

incubó 5 min en hielo. Pasado este tiempo se agregaron 4 pl del buffer

provisto por el proveedor de la transcriptasa reversa Superscript Il (GIBCO­

BRL), 2 ul de 0.1 M D'lTy 1 pl de 10 mM de cada uno de los dNTPs. Se incubó

2 min a 42 °C y se agregó 1 pl de Superscript Il y se dejó reaccionar por

espacio de 50 min a 42 °C. Se utilizaron duplicados sin Superscript como

control de la ausencia de DNAplasmídico. La reacción se detuvo calentando a

70° C por 10 min. Se utilizó 1 ul de esta mezcla como templado en las

reacciones de PCR.
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4.- RESULTADOS

4.1 Obtención y caracterización de una mutante glf

Para investigar si la formación de una subunidad completa de antígeno

O es un prerrequisito para su translocación a través de la membrana

citoplasmática se construyó la cepa MFF1, que posee una mutación en el gen

glf. Este gen es el responsable de Ia adición de Galfa la subunidad O16 de E.

coli. Una mutante glf debería sintetizar una subunidad O conteniendo sólo tres

azúcares, GlcNAc, Rha y Glc (figuras 4 y 6).

La estrategia utilizada para la construcción de la cepa MFF1 está

representada en la figura 13 y se detalla en Materiales y Métodos. Para

construir la mutante glf ' se insertó un casette de resistencia a Cm

interrumpiendo el gen glf. Este casette contiene el gen con propio promotor,

pero carece de señales de terminación de la transcripción a fin de no afectar la

expresión de los genes ubicados río abajo en el operón wb. Para determinar

que el gen cat se había insertado interrumpiendo el gen g/f, se realizaron dos

reacciones de PCR sobre colonias de la cepa MFF1. En la figura 15 se

representan las regiones sobre las que se aparean los primers y los

resultados esperados. Las bandas obtenidas para la cepa MFF1 (figura 15,

calles 1 y2) coinciden con los tamaños correspondientes a Ia inserción del

casette en el gen g/f. Este hecho fue confirmado por Southern-Blot. Se digirió

DNAde las cepas W3110 y MFF1con Sphl yse utilizó como sonda el gen g/f

amplificado por PCR y marcado con dioxigenina. Se obtuvieron los fragmentos

esperados de 3840 bp (Figura 16. calle 1) y4600 bp respectivamente (figura

16, calle 2). De estos experimentos se concluyó que Ia cepa MFF1 posee el

gen cat insertado en el gen glf.

Las cepas de E. coli K12 del linaje W3110 no producen antígeno O

debido a que poseen una inserción del tipo |S5 interrumpiendo el gen wbbL.

último gen del operón (figuras 7 y 14)19'61.Este gen codifica para Ia

ramnosiltransferasa involucrada en la transferencia de Rha en la segunda
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_ 2322bp
Tamaños _ 2027bp
esperados

39/93 1.3 Kb

85/98 2.6Kb

Figura 15

Análisis por PCR de la mutante glf (cepa MFF1). Panel A' Esquema que

muestra la región del cromosoma a la que se aparean los primers y los

resultados esperados para una mutante conteniendo el gen cat insertado en

en gen glf en la orientación deseada. Panel B: EIectroforesis en un gel de

agarosa mostrando los resultados obtenidos en la PCR. Calle 1, con primers

#39 y #93; calle 2, con primers #85 y #98; calle 3, marcador de peso molecular

KHindlll.
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á

1 2 3

Figura 16

Verificación de la mutagénesis del gen g/f por Southern Blot en la cepa

MFF1.Se digirió DNAdelas cepas W3110 y MFF1 con Sphl que no

corta en el gen glf ni en el casette Cm”.Los tamaños esperados son

3.84 Kb para W3110 (calle 1) y 4.6 Kb para MFF1 (calle 2). La calle

3 corresponde al marcador de peso molecular kHindlll.
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posición del esqueleto O16 (figuras 4 y 6). La introducción del gen wbbL en

trans es capaz de restablecer la capacidad de sintetizar antígeno O19.Por lo

tanto se construyó eI plásmido pMF19 que contiene el gen wbbL en el vector

pEXT21 (tabla I y figura 4) para poder analizar el efecto de la mutación del gen

glf.

La capacidad de sintetizar antígeno O puede examinarse rápidamente

mediante eI uso de bacteriófagos. Se ha descripto que algunos bacteriófagos

como el U3, BR2 y C21 no pueden infectar células que sintetizan antígeno O.

La tabla IIIresume los resultados obtenidos para las cepas W3110 y MFF1

transformadas con el plásmido pMF19. Sólo el fago 021 es capaz de distinguir

entre ambas cepas, produciendo solamente Ia lisis de Ia cepa mutante

MFF1(pMF19)y no ia de su cepa isogénica W3110(pMF19). capaz de sintetizar

antígeno O. Además Ia cepa MFF1(pMF19)se hace resistente al fago C21 si

se transforma con un plásmido que expresa sólo el gen g/f.

Tabla Ill

Comparación del comportamiento de las cepas W3110 y MFF1

sin transformar ytransformadas con el plásmido pMF19 frente a

los fagos BR2, U3 y C21. R= resistente; S= sensible.

De estos experimentos se concluyó que la disrupción del gen g/f
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provocada por el casette de resistencia a Cm afecta de alguna manera la

síntesis de antígeno O y que Ia sensibilidad al bacteriofago C21 observada en

Ia cepa MFF1(pMF19) se debe a la falta de producción de Galfy no a un efecto

polar de la mutación provocada por el casette de resistencia a cloramfenicol.

La resistencia de la cepa MFF1 transformada con el plásmido pMF19 a los

fagos U3 y BR2 indica que esta cepa difiere de su cepa isogénica

W3110(pM19), conteniendo antígeno O completo o parcialmente sintetizado

en su superficie.

4.2 Una subunidad 016 formada por tres azúcares se puede translocar y
unir al core

El análisis del efecto de Ia disrupción del gen glf se evaluó por

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

En ausencia del plásmido pMF19, tanto la cepa W3110 como su mutante

isogénica glfizcat, MFF1, produjeron un LPS en el que sólo se detectó el lípido

A-core (figura 17A. calles 1 y 3). Mediante análisis por Western-Blot con

antisuero anti-O16 no se observaron bandas reactivas en ambos casos (figura

17B, calles 1 y 3). La cepa W3110 transformada con el plásmido pMF19

produjo polisacárido-O, que se observó en geles de poliacrilamida y posterior

tinción con plata (figura 17A calle 2), y por Western-Blot (figura 17B, calle2),

observándose el típico bandeo escalonado. En constraste, la cepa MFF1

transformada con el pMF19 mostró una única banda que migró por encima de

la correspondiente al lípido A-core (figura 17A, calle 4) y que también resultó

reactiva con anticuerpos anti-016 (figura 17B, calle 4).
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Figura 17

Análisis del LPS producido por la cepa MFF1 por SDS-PAGE. Panel A,

tinción argéntica. Calle 1, W3110; calle 2, W3110(pMF19); calle 3, MFF1;

calle 4, MFF1(pMF19). Panel B, Western Blot de un gel similar al

mostrado en Arevelado con antisuero policlonal anti-O16. Las flechas

indican la posición de las bandas de lípido A-core con una subunidad O

completa (calle 2) y una subunidad incompleta (calle 4).
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La síntesis del core y del lípidoA se realiza en forma independiente a la

del antígeno y Ia unión de éste al core-lípido Ase produce en la cara externa

de la membrana plasmática. El resultado obtenido en este experimento es el

esperado si es posible que una subunídad que carece de Galf pueda

translocarse a través de la membrana interna y ligarse al lípido A-core.

4.3 Análisis estructural del LPS de las cepas MFF1y MFF1(pMF19)

Para confirmar los resultados de obtenidos en el punto procedente se

decidió caracterizar el LPS de las cepas MFF1 y MFF1(pMF19) por métodos

fisicoquímicos. La estructura actualmente aceptada para el core de E. coli K12

en W31OO62sirvió como punto de partida para la interpretación de los

resultados obtenidos.

Se purificó el LPS de las cepas MFF1 y MFF1(pMF19) según el método

de Galanosüyse realizó un análisis de la composición de los mismos. La

cepa MFF1 mostró la presencia de Glc, Gal. GIcNAc y L-glicero-D-mano­

heptosa (LD-Hep). El LPS de MFF1(pMF19) también estaba compuesto de Glc,

Gal, GIcNAcy LD-Hep y contenía además Rha.

Posteriormente se sometió el LPS a metilación exhaustiva y posterior

hidrólisis. El análisis de los productos obtenidos en el caso del LPS de la

cepa MFF1 Ia presencia de un residuos de Gal terminal, LD-Hep y GIcNAc;

diferentes residuos de Glc sustituidos en los carbonos 2, 6, y 3 y 6; y un

residuo de L-D-Hep sustituido en la posición 7. Los residuos de LD-Hep no se

detectaron en este análisis debido a que se encuentran fosforiladose“.

Se realizaron experimentos por bombardeo rápido de átomos­

espectrometría de masa (FAB-MS)del LPS metilado de Ia cepa MFF1. El

espectro obtenido mostró un pico primario tipo A correspondiente a un ión

glicosil oxonio a m/z 260 confirmando la presencia de un residuo de GIcNAc

terminal.

El análisis de los tipos de unión detectados en el LPS de la cepa
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MFF1(pMF19) arrojó el mismo resultado que el obtenido para la cepa MFF1,

con la excepción de que el único residuo de GIcNAcfue detectado como un

derivado 3,6 disustituido. Además, se detectaron dos residuos adicionales no

presentes en el LPS de la cepa MFF1:un residuo de GIc terminal y una Rha

sustituida en el carbono 3. Los derivados de GIcNAc,Rha y Glc identificados

se corresponden con los de la estructura del antígeno O16 correspondiente a

esta cepa.

El espectro de masa del LPS de la cepa MFF1(pMF19)mostró un fuerte

ión primario de tipo A a m/z 842 y su correspondiente ión secundario,

proveniente de la B-eliminaciónde Glc-Rha (m/z 410) desde Ia posición 0-3 de

Ia GIcNAc,a m/z 432 (m/z 842 - 810). Estos datos se corresponden con Ia

siguiente estructura: Gio-(1——>3)-Rha-(1—>3)[GIc-1—>6]-GIcNAc+.Se obtuvieron

además dos picos correspondientes a iones mayor masa. Uno de ellos. a

m/z 1090 corresponde a Ia siguiente estructura: GIc-(1—>3)-Rha-(1—>3)[Glc­

(1-)6)]-GlcNAc-(1—>7)-LD-Hep+. El otro pico obtenido, a m/z 1294.

corresponde a la estructura: GIc-(1—>3)-Rha-(1-—>3)[Glc-(1—->6)]-GlcNAc-(1—>7)­

LD-Hep-(1—>6)]-Glc+).

Mediante estos experimentos pudo determinarse que la cepa MFF1

transformada con pMF19 posee una subunidad O incompleta unida al core

que carece de Galf. Io que confirma lo mencionado previamente en cuanto a

que una subunidad que no posee Galf puede translocarse y unirse al core. La

subunidad incompleta posee una Glc terminal unida a la GlcNAc, Ia cual está

ausente en la cepa MFF1 (figura 19). Este resultado sugiere que para que

ocurra Ia glicosilación se requiere Ia presencia previa de Rha unida a la

GIcNAc. La cepa MFF1 posee un residuo de GIcNActerminal. Dado que este

azúcar es un componente de la subunidad repetitiva O16, se sugiere que la

presencia de este monosacárido podría corresponder a la translocación de

undecaprenol-P-P-GIcNAc y su posterior ligación al core por Ia ligasa (WaaL),

siendo Ia Hep el sitio de unión entre el antígeno O y el core de E. coli K12.
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Figura 18

Espectro de masa (FAB-MS)mostrando las regiones entre m/z

400 y 1300 del LPS metilado de la cepa MFF1(pMF19).Se indican

los iones primarios glicosil oxonio tipo A (m/z 842, 1090 y 1294) y

un ión secundario (m/z 432) producido por B-eliminación de Ia

estructura a m/z 842. *, pico no asignado. Las estructuras

representadas a cada pico se indican en el texto.
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Figura 19

Estructuras químicas del core externo de las cepas MFF1 (A) y

MFF1 transformada con el plásmido pMF19 (B). En gris se

observan los componentes de las subunidades incompletas

unidas al core para cada caso.
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4.4 UndecaprenoI-P-P-GIcNAcpuede translocarse y unirse al core

El hecho de que una subunidad incompleta O16 formada sólo por tres

residuos pueda translocarse a través de Ia membrana interna y ligarse al core.

plantea el interrogante de cuál es Ia mínima unidad requerida para este

proceso. La presencia de una GIcNActerminal en la estructura del LPS de Ia

cepa MFF1 sugiere que es posible Ia translocación de subunidades

conteniendo tan sólo un azúcar. Si la GIcNAcobservada es parte en realidad

de la subunidad O, debió transferirse a partir de undecaprenol-P-P-GIcNAc y

para ello debió requerirse la actividad de la UDP-GIcNAc:undecaprenoI-P

GIcNAc-1-Ptransferasa (WecA)y de la putativa translocasa sz.

A fin de demostrar que la GIcNAc terminal en MFF1 proviene de la

translocación de una subunidad incompleta de antígeno O, se construyó la

cepa CLM20 (ver Materiales y Métodos), que posee una deleción que elimina

los operones para la biosíntesis de antígeno O y el ácido colánico. Además

posee otra deleción que elimina los primeros 4 genes necesarios para la

síntesis del ECA. Esta deleción incluye parte del gen wecA (figura 12), que es

requerido para la síntesis del ECA y también para la iniciación de la de varios

53'65,entre ellos el de O16 7' 5°. Por Ioantígeno O cuyo primer azúcar es GIcNAc

tanto la cepa CLM20 puede ser utilizada para reconstruir de manera

escalonada la síntesis yensamblado de la subunidad O16, por la adición

secuencial de los componentes individuales codificados en plásmidos

específicos.

EI plásmido pMAv1153 contiene el gen wecA y el plásmido pMF20

contiene el gen wzx de E. coli O16 (wszoom) en el vector de bajo número de

copias pEXT21 (tabla l). Ambos plásmidos fueron introducidos en forma

conjunta o separadamente en la cepa CLM20.Se extrajo el LPS y se analizó

por Western blot utilizando la Iectina WGAmarcada con dioxigenina, que dada

su gran especifidad por residuos terminales de GIcNAc66,permite la detección

de este azúcar en el extremo del LPS. En paralelo, se tomaron muestras que
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fueron sometidas a electroforesis y tinción argéntica a fin de corroborar que se

sembraron cantidades comparables de LPS en cada calle y determinar Ia

existencia de bandas no reactivas con la lectina (figura 20). Como control

positivo, en los blots se utilizó ovoalbúmina (figura 20A calle 9). Solamente el

LPS de Ia cepa CLM20transformada con ambos plásmidos fue capaz de unir

la Iectina (Figura 20A calle 4). Además la banda de LPS reactiva con la Iectina

resultó de un tamaño levemente mayor que las bandas de Ia cepa CLM20 sin

transformar (figura 208 calle 4).

En algunos experimentos. una tenue banda reactiva a Ia Iectina pudo

ser observada en Ia cepa CLM20 con o sin plásmidos, pero sólo en los casos

donde se agregó una gran cantidad de LPS en los geles. Esto fue confirmado

por experimentos adicionales en los que se utilizaron aglutinaciones de

suspensiones bacterianas por la Iectina WGA. La aglutinación de la cepa

CLM20 fue posible con el agregado de WGA a una concentración de 250

ug/ml, mientras que Ia cantidad de WGA necesaria para aglutinar la cepa

CLM20 transformada con los plásmidos pMAV11y pMF20 se redujo a 3.12

ug/ml (tabla IV). Esta observación sugiere que Ia presencia de los genes de Ia

transferasa de GlcNAc y la translocasa Vsz son necesarios para Ia

incorporación del residuo de GlcNAc al core. Estos resultados fueron

reforzados por el hecho de que Ia banda reactiva a Ia Iectina WGAdesapareció

cuando se introdujeron los plásmidos pZY1003, pMAV11prF19 en la cepa

CLM20 (figura 20A calle 6). El plásmido pZY100358posee los genes para Ia

síntesis de TDP-Rha y el gen wszco16, mientras que eI plásmido pMF19

expresa Ia ramnosiltransferasa y el plásmido pMAV11 el gen wecA. La

desaparición de esta banda coincidió con Ia aparición de una nueva banda de

mayor peso molecular que la correspondiente al Iípido A-core de Ia cepa

CLM20que sólo se observó en los geles revelados por plata (figura 208 calle

6). Esta banda correspondería a un producto formado por Ia transferencia de

una subunidad O16 incompleta que contiene sólo dos azúcares, Rha y

GlcNAc. Como consecuencia de Ia unión de Ia Rha, Ia GlcNAc ya no
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123456789

Figura 20

Panel A: Western blot de preparaciones de LPS proveniente de Ia

cepa CLM20

recombinantes. La membrana fue incubada con la Iectina WGA

transformada con uno o varios plásmidos

marcada con dioxigenina y revelada con una anticuerpo monoclonal

anti-dioxigenina marcado con peroxidasa. Calle 1, sin plásmido;

calle 2, pMAV11 (wecA+); calle 3, pMF20 (wszcK12,o15+); calle 4,

pMAV11 + pMF20; calle 5, pMAV11+pZY1003 (rm/BDAC +,

WZXEcK12¡o15+);calle 6, pMAV11 + pZY1003 + pMF19 (wbbL+); calle 7,

pMF24 (WZXSeLT2+);calle 8, pMAV11 + pMF24; calle 9, ovoalbúmina.

Panel B: SDS-PAGE con tinción argéntica similar al mostrado en A.
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Tabla IV Aglutinación de suspensiones bacterianas por la Iectina WGA

a Se crecieron células de la cepa CLM20 como se ha indicado en
Materiales y Métodos. Se estandarizaron las muestras ajustando Ia
OD a 600 nm de los cultivos a 2. 25ul de las suspensiones
bacterianas se mezclaron con 25pl de una dilución de WGA. La
aglutinación se observó luego de 3 min.

b Los valores indican la dilución más baja que dieron una reacción
de aglutinación comparable a Ia obtenida con el control negativo
(CLM20 sin plásmidos) y representa la media de tres experimentos.
Entre paréntesis se indica el número de veces que se redujo Ia
concentración de WGAnecesaria para obtener Ia aglutinación en
comparación al control negativo.
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sería terminal y por Io tanto no reaccionaría con Ia lectina. El experimento

control con CLM20 conteniendo solo pMAV11y pZY1003, en el cual se obtuvo

una banda reactiva, confirmó esta interpretación (figura 20A, calle 5). En este

caso, dado que la ramnosil transferasa WbbL no está presente, la banda de

LPS de mayor peso molecular está ausente en el gel teñido con plata (figura

208, calle 5).

En este experimento se analizó además la actividad de la translocasa

de S. enterica en cuanto a su capacidad de translocar GIcNAc,aunque su

sustrato natural contiene Gal en lugar de GIcNAc. Llamativamente, en

presencia de pMAV11 y pMF24 (WZXSeLTZ)se observó una banda reactiva a la

Iectina (figura 20A, calle 8) que no se detectó en presencia de pMF24 sólo

(figura 20A, calle 7), indicando que Wzkem es capaz de translocar

undecaprenol-P-P-GIcNAc a través de la membrana interna de la célula.

No se observó ninguna banda reactiva a Ia lectina WGA en ausencia del

plásmido pMAV11, lo que implica que la aparición de esta banda es

dependiente del gen wecA, lo que sugiere que Ia GlcNAcobservada proviene

muy probablemente de undecaprenol-P-P-GIcNAc, que actuó como precursor.

Los experimentos presentados en esta sección proveen una fuerte

evidencia de que el residuo de GlcNAcpresente en e| LPS de E. coli K12/O16

se origina en Ia biosíntesis de antígeno O ysu maquinaria de ensamblado, y

requiere la presencia de las proteínas WecAy sz. Al mismo tiempo, estos

resultados indican que es posible translocar y unir al core unidades de

antígeno O que contienen sólo uno o dos residuos.

4.5 Caracterización de una mutante wzx en E coli O7

Para analizar Ia especifidad de las diferentes translocasas en cuanto a

su capacidad de translocar subunidades completas mediante experimentos

de complementación, era necesario contar con una mutante del gen wzx. Se

realizaron las construcciones necesarias para obtener una mutante
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cromosomal en este gen utilizando la misma estrategia que la empleada para

Ia disrupción del gen glf, pero por razones desconocidas fue imposible

obtener Ia mutante. Previamente se han descripto en la literatura casos

similares, en los que la mutación de genes que codifican para proteínas que

participan en la síntesis de polisacáridos presumiblemente es letalzz'25.Por lo

tanto se decidió transformar la cepa CLM4,a la cual se le ha delecionado todo

el operón wba, con el plásmido JHCV32::Tn3HoHoI-128 (tabla l). Este

plásmido contiene todo el operón de genes necesarios para sintetizar el

antígeno O7, pero posee un transposón Tn3HoHol inactivando el gen wzx.

Este plásmido se encontraba disponible en el laboratorio”. Un sistema

similar, consistente en utilizar plásmidos conteniendo transposones

insertados en el gen de interés ya ha sido utilizado en Sh. dysenteríae25 como

alternativa a la mutante en el cromosoma. Para caracterizar esta mutante, se

examinó su capacidad de sintetizar antígeno O mediante electroforesis en

geles de poliacrilamida. electrotransferencia y revelado con anticuerpos anti

antígeno O7. Para la cepa CLM4 transformada con el plásmido

JHCV3222Tn3HoHoI-128no se obtuvieron bandas reactivas (figura 18, calle 2),

en constraste con lo ocurrido en el experimento utilizando el plásmido control

pJHCV32 (figura 21, calle 1), que lleva un operón de LPS O7 casi completo

Dado que este fenotipo puede deberse a la mutación del gen wzx

o a un efecto polar de la inserción de TnHoHol, se decidió evaluar si la

presencia del gen wzx en trans es capaz de revertirel efecto del transposón.

Para ello se transformó CLM4 pJHCV32::Tn3HoHoI-128 con el plásmido

pMF21, que contiene el gen wzxo7en el vector de bajo número de copias

pEXT2157(ver Materiales y Métodos). Se observó que este plásmido es capaz

de complementar la mutación en wzx (figura 21, calle 3) y que el efecto

observado es debido a la propia mutación y no a un efecto polar del

transposón.
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Figura 21

Efecto de la mutación de wzx de E .coli O7. Se realizó un Western blot

con antisuero de conejo anti antígeno O7. Se sembraron

preparaciones de LPS de la cepa CLM4 transformada con el

plásmido pJHCV32 que contiene el operón de biosíntesis de

antígeno O7 intacto (calle1); con el plásmido pJHCV32::Tn3HoHoI­

128 (posee el transposón insertado en el gen wzx, calle 2) y con

pJHCV32::Tn3HoHoI-128 + pMF21 (wszcof, calle 3).
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4.6 Especifidad de la translocación de antígeno 0

Como se ha mencionado en la introducción, las proteínas sz de

diferentes orígenes poseen muy poca homología a nivel estructura primaria,

presentando una identidad de hasta un 20 °/o.Además existe un grupo de

proteínas implicadas en la síntesis de exopolisacáridos que también

presentan homología con los genes wzx.

Los datos presentados en las secciones precedentes sugieren que

una subunidad O incompleta se puede sintetizar y ligar posteriormente al core

e implican que la proteína sz no es específica en cuanto a la longitud de la

subunidad O. Por Io tanto se decidió investigar aún mas Ia especifidad de la

función de Ia proteína sz y verificarsi esta inespecificidad se mantiene en los

casos en los que se sintetizan subunidades O completas.

Para ello se utilizó Ia cepa CLM4 conteniendo el plásmido

pJHCV32zzTnHoHoI,que como se ha mencionado en el punto precedente no

sintetiza antígeno O debido a que posee el transposón TnHoHol insertado en

la región codificante del gen wzxo7.Cuando se transformaron células de esta

cepa con el plásmido pMF20 que contiene el gen de Ia translocasa wszdmms

se observó por Western-blot utilizando anticuerpos anti-07 la formación de

antígeno O7 a niveles comparables a los obtenidos cuando se complementó

con el gen wszco7 en el plásmido pMF21 (figura 22, calles 2 y 3). En un

experimento similar se complementó con el plásmido pMF24 que posee el

gen wzx de S. enterica LT2 (WZXSeLTz),cuyo producto normalmente transloca

una subunidad completamente diferente a la de E. coli O7 (figura 4). En este

caso también se observó la reversión del fenotipo provocado por la mutación

(figura 22, calle 4).
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Figura 22

Complementación de una mutante de wszco7. Se realizó un Western­

Blot con antisuero anti-07 de conejo. La muestra de LPS sembrada en la calle

1 corresponde a Ia cepa CLM4 tranformada con eI plásmido

pJHCV32zzTn3HoHoI-128 (wszco7'). Las calles 2 a 6 contienen LPS de la

misma cepa conteniendo además: calle 2, pMF21 (wszcof); calle 3, pMF20

(wzxch12,o16+);calle 4, pMF24 (wzx5eLT2+);calle 5, pMF28 (wsz+) y calle 6,

pMF26 (exoT‘).
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Sin embargo en este caso se observó una menor cantidad de antígeno O en

las membranas en comparación a la observada con wszcKmmey wszco7. Las

muestras de LPS se cuantificaron estimando la cantidad de KDOen cada una

de ellas y se sembró idéntica cantidad de LPS en cada calle. Por lo tanto, las

diferencias en los niveles de antígeno O no se deben a artefactos provocados

por la siembra de diferentes cantidades en las calles.

Se realizaron experimentos de complementación con los plásmidos

pMF26 que contiene el gen exoT de R. meliloti y el plásmido pMF28 que

codifica el gen wsz de E. coli K12 sobre la misma cepa. Para ambos casos

no se observaron bandas reactivas en el Western-blot (figura 22, calles 5 y 6).

La falta de complementación no se debió a la ausencia de la expresión de los

genes exoTy wsz, ya que fue posible detectar el mRNAcorrespondiente a

estos genes por RT-PCR (figura 23) a partir de células de la cepa CLM4

transformadas con los plásmidos pMF26 y pMF28, como así también los

correspondientes a las mismas células transformadas con los plásmidos

pMF20 y pMF24.

Estos resultados en conjunto sugieren que las translocasas de

diferentes orígenes (pero sólo aquellas que participan en la síntesis de

antígenos O) pueden ser funcionalmente intercambiables a pesar de la

aparente falta de conservación de su secuencia de aminoácidos y que,

normalmente, estas translocasas translocan subunidades completamente

diferentes a través de las membranas internas bacterianas. En contraste, las

translocasas involucradas en la síntesis de exopolisacáridos no podrían

complementar una mutación de una translocasa de antígeno O
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Figura 23

Análisis de la transcripción de los genes de diferentes

translocasas. Se purificó el RNA de la cepa CLM4 transformada

con los plásmidos pMF20 (l/l/ZXECK12/o15+,calles 1 y 2); pMF24

(WZXSeL-r2+,calles 3 y 4); pMF28 (exoT, calles 5 y 6) y pMF26

(wszÏ calles 7 y 8). Se realizaron reacciones de RT (calles

impares) y se hicieron controles sin RT (calles pares). Sobre estas

muestras serealziaron reacciones de PCR con primers

específicos sobre cada uno de los genes. Calle 9, marcador de

peso molecular (1 Kb Ladder plus).
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5.-DISCUSION

5.1 Subunidades 0 incompletas pueden translocarse a través de la
membrana interna y ligarse al core

La biosíntesis de antígeno O dependiente de polimerasa (figura 6) es,

como se ha mencionado previamente, un proceso sumamente complejo, en

el que intervienen un gran número de proteínas. Algunas de éstas están

implicadas en Ia síntesis de los nucleótido azúcares, en la formación de

subunidades sobre un lípido transportador, en su transporte a través de la

membrana plasmática o en su polimerización yposterior ligación al lípido A­

core.

Poco o nada se conoce acerca de la especifidad de la maquinaria de

ensamblado del antígeno O. El modelo clásico asume que la subunidad O

debe sintetizarse en forma completa para luego translocarse a través de la

membrana citoplasmática, polimerizarse y ligarse al lípido A-core previamente

sintetizado en forma independiente‘o' 25'67'68.Sin embargo, los experimentos

descriptos en esta Tesis demuestran que en E. coli K12, subunidades

incompletas pueden servir como sustratos de la maquinaria de translocación

y ensamblado del antígeno O.

Se ha obtenido una cepa derivada de E. coli K12 que carece de los

genes necesarios para Ia síntesis del ácido colánico, el antígeno O16 y el

ECA. En esta cepa, denominada CLM20,no está alterada la síntesis del lípido

Aydel core. Mediante la transformación de CLM20 con diferentes plásmidos

que poseían alguna de las proteínas involucradas en la síntesis de antígeno

O, se realizó la reconstrucción paso a paso de Ia síntesis y ensamblado de los

componentes del antígeno O sobre el lípido A-core y se examinó Ia presencia

o ausencia de los diferentes azúcares correspondientes a subunidades O

truncadas unidas al lípido A-core.

Mediante los experimentos en los cuales se analizó Ia unión de la

Iectina WGA a GlcNAc se demostró en forma concluyente que un residuo

terminal de GlcNAc puede unirse al lípido A-core, requiriéndose a tal efecto la
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síntesis de la proteína sz. La adición de GlcNAcno ocurrió en ausencia de Ia

proteína WecA, Io que sugiere que este azúcar debe ser donado al Iípido A­

core a partir de un intermediario undecaprenoI-P-P-GIcNAc .

El siguiente azúcar de Ia subunidad O16, L-Rha, pudo agregarse al

undecaprenoI-P-P-GIcNAccuando se transformó además con los genes que

codificaban para la sintesis de dTDP-Rha y la ramnosiltransferasa WbbL. El

disacárido Rha-GlcNAc también pudo ser incorporado al Iípido A-core

dependiendo de la presencia de sz, como se ha evidenciado por la falta de
unión de la lectina WGA con el concomitante incremento en la movilidad

electroforética del LPS. Finalmente, una mutación en el gen glf afectando la

síntesis del cuarto azúcar de la subunidad, Galf, produjo la formación de una

subunidad Otruncada unida al core del LPS. De estos experimentos puede

concluirse que la maquinaria responsable de la translocación no requiere que

las subunidades O se encuentren completamente sintetizadas para poder

reconocerlas ytranslocarlas a través de la membrana plasmática. Por otra

parte, se determinó que aún el undecaprenoI-P-P-GIcNAc, el glicolípido más

sencillo, puede ser reconocido como sustrato para la translocación y ligación

al core. Esta conclusión puede ser aplicada a cepas que sintetizan otras

clases de antígeno O, ya que la GlcNAcestá presente en un gran número de

cepas de diferentes especies como primer residuo de la subunidad O, en los

cuales se transfiere también por acción de la proteína WecAG'24'53'69.

En un trabajo previo, utilizando mutantes en algunas de las

transferasas que forman parte del operón de Sh. dysenteriae tipo 1, Klena y

Schnaitman24 reportaron Ia aparición de bandas adicionales en el perfil

electroforético del LPS de las mutantes, que podrían atribuirse a la formación

parcial de subunidades O. Aunque los mencionados autores no aportaron

ninguna evidencia para confirmar esta hipótesis, los datos bioquímicos y

estructurales presentados en esta Tesis concuerdan con sus conclusiones y

confirman que esta capacidad de translocar subunidades incompletas puede

extenderse a otras especies bacterianas.
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5.2 La GIcNActerminal en el core de E. coli K12 proviene de la vía de síntesis
de antígeno O

Los datos estructurales obtenidos del análisis del LPS de la cepa MFF1

y de MFF1 transformada con el plásmido pMF19 codificando la

ramnosiltransferasa WbbL, permitieron confirmar un reporte previo indicando

que existe un residuo de GIcNAc unido a una L-glicero-D-mano-heptosa

terminal (HepIV) en el core externo de las cepas W311O y W310062. Los

experimentos utilizando la lectina WGA demuestran que la presencia de

GIcNAc depende de la actividad de Ia transferasa WecA y de la putativa

translocasa sz, proteínas que forman parte de la maquinaria de transporte y

ensamblado del antígeno O. De estos resultados se puede deducir que la

HepIV es el sitio de unión del antígeno O16 al core del LPS y que la unión

GIcNAc-B(1—>7)-Hepr define la especificidad de la Iigasa del antígeno O de E.

coli K12. Esta Iigasa, codificada por el gen waaL, es la única proteína conocida

requerida para la reacción de Iigación, Ia cual permite la transferencia del

antígeno O polimerizado sobre el lípido transportador al lípido A-core7°.WaaL

es una proteína integral de membrana que actúa sobre Ia cara periplasmática

de la membrana interna. Varias líneas de evidencia sugieren que estas

enzimas no poseen una especifidad obvia para la estructura del polisacárido

ligado, reconociendo posiblemente sólo algún tipo de estructura en la unión

del residuo de hidrato de carbono al undecaprenoI-P-P70. Los experimentos en

los cuales se demostró que las subunidades parcialmente sintetizadas

pudieron unirse al lípido A-core confirman esta hipótesis e indican que una

propiedad similar existe para las proteínas sz. De esta forma puede

explicarse también el porqué ha sido posible clonar y expresar diferentes

antígenos O en E. coli K12.

Otro resultado interesante de este estudio es la identificación de un

residuo adicional de Glc unido a la GIcNAcen la estructura del LPS de la cepa

MFF1(pMF19),no presente en la cepa MFF1 sin el plásmido. Este resultado

sugiere que Ia unión de Ia Glc a la GIcNAcrequiere que previamente se una la
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Rha. La incorporación de la Glc podría explicarse por la actividad de una

glucosiltransferasa codificada en un Iocus diferente, ubicado separadamente

del operón wb en el cromosoma de E. coli K-12. Un caso homólogo se ha

reportado en el sistema de glucosilación involucrado en alteraciones

antigénicas codificadas por un bacteriófago en Sh. flexneri".

5.3 Las proteinas sz codificadas por operones de síntesis de antígeno O
son intercambiables

EI sistema experimental desarrollado en el presente trabajo de Tesis

permitió explorar una segunda cuestión crítica en Io referente a Ia biosíntesis

de antígeno O: Ia especifidad de las proteínas sz. La adición del GIcNAcal

Iípido A-core en la cepa CLM20 se produjo no sólo con Ia translocasa de E.

coli O16, sino que también ocurrió con las proteínas homólogas de E. coli O7 y

S. enterica LT2. Estas proteínas poseen muy baja homología a nivel de

estructura primaria y los antígenos O sintetizados en cada caso son

estructuralmente diferentes. Las dos cepas de E. coli utilizadas en este

estudio comparten el primer residuo en Ia subunidad O, GIcNAc,mientras que

en S. enter/ca el primer residuo es galactosa. Resulta sorprendente que

WZXSeL-rzsea capaz de translocar undecaprenol-P-P-GIcNAc, ya que este es un

intermediario que no participa normalmente de la biosíntesis de antígeno O en

S. enterica. En contraste, las proteínas implicadas en Ia síntesis de

exopolisacáridos ensayadas, ExoT de R. melilotí y VszC de E. coli K12, no

produjeron la adición significativa de GIcNAc al Iípido A-core.

EI análisis semicuantitativo realizado a través de la aglutinación con Ia

Iectina WGAmuestra que en presencia de las translocasas sz de E. coli K­

12/016 y E. coli O7, el Iípido A-core contenía mayores cantidades de residuos

de GlcNAcque en presencia de la translocasa de S. enterica. Este resultado

se confirmó mediante el experimento paralelo en el cual se complementó una

mutante wzx' en E. coli O7 con las translocasas de las tres cepas. Las

translocasas de E. coli K12/O16 y de E. coli O7 complementaron la mutación
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muy eficientemente, mientras que Ia proteína de S. enten'ca también fue capaz

de corregir el fenotipo, pero con menor eficiencia. Estas diferencias no podrían

atribuirse a Ia existencia de diferentes niveles de expresión de los genes

respectivos, ya que fueron clonados en el mismo vector utilizando la misma

estrategia de clonado.

Una posible explicación para las diferencias en los niveles de

complementación observados es que para que ocurran los procesos de

translocación y ligación al core deba producirse la interacción entre las

proteínas involucradas, las que formarían un complejo multiproteico en la

membrana interna. En este hipotético complejo podrían participar la

translocasa sz, Ia ligasa WaaL. WecAy Ia polimerasa Wzy.Si este proceso

es mediado por un complejo multiproteico, las translocasas szEcKmom y

szEco7 podrían interactuar más eficientemente con WecAy con WaaL, ya que

el primer azúcar de la subunidad para ambos casos es GlcNAcy la mutante

utilizada se construyó en una cepa E. coli. VVD<Semnormalmente interactuaría

con WbaP, la transferasa de galactosa y/o con la ligasa de S. enterica WaaLSe,

que no se encontraban disponibles en la mutante de E. coli utilizada. La

noción de que interacciones específicas entre las proteínas involücradas en Ia

transferencia de azúcares-P al undecaprenoI-fosfato, Ia translocación, la

polimerización y la ligación al core es requerida para la biosíntesis de

antígeno O es apoyada además por el hecho de que las translocasas ExoTy

szC, involucradas en la síntesis de exopolisacáridos no complementaron la

mutante de una translocasa de antígeno O. Ambas proteínas poseen mayor

homologíaa szEco7 que los otros genes sz (figura 10) y según los modelos

aceptados para Ia biosíntesis de succinoglicano y ácido colánico, estas

translocasas cumplirían la misma función que las translocasas de antígeno

O, la translocación de un undecaprenol-P-P-oligosacárido a través de Ia

membrana interna. Sin embargo estas proteínas no fueron capaces de

translocar undecaprenoI-P-P-GIcNAc en el ensayo de aglutinación con WGAni

la subunidad O7 en el experimento de complementación de Ia mutante wzx'.

Estas supuestas interacciones entre las proteínas que participan en Ia
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biosíntesis y ensamblado del antígeno O podrían contribuir a Ia regulación de

ambos procesos. Para confirmar Ia existencia de este hipotético complejo se

requerirán experimentos de cross-linking que permitan aislar estos

complejos e identificar sus componentes. La cepa CLM20 sería un modelo

apropiado para realizar estos experimentos.

5.4- Un proceso similar de translocación independiente de la estructura

glicosídica podría ocurrir en eucariotas

Existe una remarcable analogía entre Ia topología de la biosíntesis de

antígeno O dependiente de polimerasa. las etapas iniciales de Ia formación

del oligosacárido que se transfiere a las glicoproteínas en eucariotas y Ia

biosíntesis de peptidoglicano (figura 24)”.

Entre las similitudes se destaca:

a) el uso de un transportador Iipídico poliprenoI-fosfato

b) la adición del primer azúcar como azúcar-P a través de una enzima integral

de membrana, que es sensible a un mismo antibiótico (tunicamicina) y la

liberación de un nucleósido monofosfato

c) la adición de los subsecuentes residuos de azúcares por otras proteínas

asociadas a membranas a partir de nucleótido difosfoazúcares

d) el reciclaje del Iípido transportador vía defosforilación.

Recientemente, se han encontrado homologías a nivel de secuencia de

aminoácidos entre las enzimas implicadas en la biosíntesis de glicoproteínas

y Iipopolisacárido. Se ha reportado que una proteína que interviene en Ia

síntesis de LPS en Campilobacterjejuni que tiene una gran homología con la

subunidad Sst3 de la oligosacariltransferasa de levaduras, aunque aún no se

ha determinado experimentalmente su función”.

Para iniciar Ia síntesis de glicoproteínas en eucariotas, el heptasacárido

MansGIcNAcz-P-P-Dolse sintetiza en la cara citoplasmática de la membrana

del retículo endoplásmico y luego se transloca hacia el lumen donde continúa

el procesamiento del oIigosacárido y finalmente se transfiere a proteínas33'40.
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Figura 24

Analogías entre Ia biosíntesis de antígeno O en procariotas (E. coli K12/O16)

y glicoproteínas en eucariotas.
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Puede observarse que la translocación de oligosacáridos unido a lípidos

tarnsportadores representa un proceso biológico básico encontrado tanto en

células procariotas como en eucariotas. En un reciente trabajo, utilizando

vesículas microsomales se sugirió que el movimiento transmembrana de Dol­

P-P-oligosacáridos está mediado por alguna proteína transportadora, aunque

hasta el presente no se ha identificado ninguna proteína específica que medie
esta translocación37'74. Llamativamente, en cepas de levaduras con

mutaciones en el gen ang, se producen oligosacáridos truncados que sólo

contienen ManzGlcNAczque se transfieren ¡n vivo a proteínas, sugiriendo que

no es estrictamente necesario que el oligosacárido se sintetice en forma

completa para que pueda translocarse a través de la membrana del RE75.

Estos resultados pueden explicarse si, como se sugiere en este trabajo para

las translocasas involucradas en la síntesis de antígeno O, Ia actividad de las

hipotéticas translocasas eucarióticas es independiente de la estructura de Ia

porción glicosídica unida al poliprenol.

Se requerirán experimentos adicionales para probar la generalidad del

modelo aquí propuesto. Mientras tanto, el sistema experimental diseñado en

este estudio posiblemente permitirá el análisis de las interrelaciones entre las

diferentes proteínas involucradas en el ensamblado del antígeno O y otros

polisacáridos como asi también las interacciones entre los sustratos y Ia

maquinaria de síntesis.
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