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RESUMEN

RESUMEN

La biogénesis de estructuras complejas que contienen hidratos de
carbono como el lipopolisacarido (LPS), los exopolisacaridos, el
peptidoglicano y los acidos teicoicos en procariotas y las glicoproteinas en
eucariotas se realiza generalmente a partir de precursores nucleétido-
azucares que transfieren sus restos de azucares a poliprenoles como el
undecaprenol y el dolicol (Dol). Los nucledtido azlicares se encuentran
normalmente disponibles en el citoplasma, mientras que los poliprenoles
estan asociados con una bicapa lipidica. Una vez ensamblados, los azucares
unidos al poliprenol deben atravesar membranas para su posterior
procesamiento (polimerizacién como en el caso del LPS o transferencia a
proteinas como ocurre en la formaciéon de glicoproteinas). Este proceso no
ocurre espontaneamente y parece estar mediado por proteinas, aunque soélo
para el pasaje a través de la membrana interna procariética de las
subunidades de antigeno O (el componente mas variable del LPS) se ha
identificado una proteina, denominada Wzx con actividad translocasa o
“flipasa”.

Las diferentes translocasas Wzx poseen una muy baja homologia de
secuencias tanto a nivel de DNA como de proteinas. Los intentos para
sobreexpresar Wzx han sido infructuosos, lo que no ha permitido la realizacién
de experimentos tendientes a caracterizar estructural y mecanisticamente a
las translocasas.

En este trabajo se investigd si es necesario que las subunidades O se
sinteticen completamente para poder ser translocadas. Se obtuvo una
mutante en el gen gif, responsable de la sintesis de galactofuranosa, el ultimo
de los cuatro azucares que componen la subunidad O16 en Escherichia coli.
Se observdé que esta mutante es capaz de translocar una subunidad
incompleta conteniendo sélo tres azucares a través de la membrana.
Experimentos utilizando la lectina del germen de trigo (WGA) permitieron

establecer que también es posible translocar una subunidad truncada
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conteniendo sélo uno o dos residuos e incorporar estos azucares al core del
LPS.

Experimentos de complementacién realizados en una mutante de E.
coli O7 en el gen wzx con translocasas de Salmonella enterica y E. coli O16
demostraron que la translocacién de subunidades de antigeno O es
independiente de la naturaleza quimica de la porcién glicosidica de la
subunidad O. Por el contrario las putativas translocasas involucradas en la
sintesis de exopolisacaridos no fueron capaces de complementar la mutacion
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 translocacion 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 ademas un modelo de biosintesis de antigeno O que
involucra el reconocimiento del prenol-oligosacarido por un hipotético
complejo compuesto por la putativa translocasa Wzx y otras proteinas que

participan en la sintesis de antigeno 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 activity of a putative translocase (Wzx) 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 lipopolysaccharide biosynthesis cluster of Escherichia coli
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 caracteristicas
de una especie, un tejido o un tipo celular especifico. Ademas de su rol como
moléculas de reconocimiento, los hidratos de carbono proveen en algunos
casos funciones protectivas a las células que los producen1. La presencia en
la envoltura o en el exterior celular de macromoléculas hidrofilicas sintetizadas
en el citoplasma sugiere la existencia de mecanismos de transporte que
permitan exportar los intermediarios biosintéticos o los productos finales a
través de la membrana plasmatica®.

De acuerdo a los modelos propuestos, para la biosintesis de algunos
de estos compuestos debe producirse el movimiento a través de la
membrana plasmatica de los glicolipidos intermediarios. Este pasaje
transmembrana es necesario para la sintesis de polisacaridos bacterianos
entre los que se incluyen el lipopolisacarido (LPS), embebido en la membrana
externa de las bacterias Gram negativos; los acidos teicoicos, que se
encuentran asociados con las membranas de bacterias Gram positivos y los
polisacaridos capsulares y exopolisacaridos sintetizados por bacterias de
ambas clases. La translocacion de glicolipidos también es requerida para la
sintesis de mureina, el componente principal de la pared celular bacteriana.
Ademas, el movimiento transmembrana de glicolipidos es una de las etapas
necesarias para la sintesis de glicoproteinas en eucariotas, aunque en este
caso la membrana involucrada es la membrana del reticulo endoplasmico
(RE).

La biogénesis de estructuras complejas que contienen hidratos de
carbono, tanto en eucariotas como en procariotas, se realiza generalmente a
partir de precursores nucleétido azucares y poliprenoles fosfato, como el
undecaprenol-P y el dolicol-P (Dol-P). Los nucleétido azicares se encuentran
normalmente disponibles en el citoplasma, mientras que los poliprenoles

estan asociados con la membrana. Una vez ensamblados, los azlcares
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unidos al poliprenol deben atravesar la bicapa para su posterior
procesamiento que incluye la polimerizacion en el caso del LPS o la
transferencia a proteinas que ocurre durante la formacién de glicoproteinas.
En las secciones siguientes se describe lo que se conoce hasta el
presente de la estructura y la biosintesis de LPS, molécula que se ha utilizado
en esta tesis como modelo de estudio de la translocacion de glicolipidos 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 interaccion con el sistema inmunitario del
huésped y su contribucion a la virulencia de bacterias patogénicas.

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

covalentemente® : el lipido A, el core y el antigeno O.

antigeno O

subunidad O
repetitiva

Figura 1
Estructura del LPS

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

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 lipido A se encuentra relativamente

conservada entre las diferentes especies de bacterias entéricas.

Figura 2

Estructura del lipido A. En la figura se representa la estructura del lipido A
unido a dos moléculas de acido cetodesoxioctanoico (KDO), que es la
estructura minima necesaria para el crecimiento de E. coli y otras bacterias
Gram negativas. Los carbonos del disacarido de GicNAc se encuentran

numerados.

El core, un oligosacarido no repetitivo fosforilado que funciona como
barrera de permeabilidad contra antibiéticos. Se han detectado diferencias
estructurales en el core dentro de una misma y entre diferentes especies®. En
la figura 3 se describe la estructura del core de Escherichia coli K12.
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antigeno O

l

aGle -+ R¢ o

1
Sustituyentes ‘2
parciales oGle Core
‘ 1 f externo

3

aGlec «— aGal

R: P
R%: aKdo (2-4), aRha (1-5)
and/or P-En (-7)

1
R’: P or P-P-Etn J, 3 :
4. .
R.P R‘—b- uHep —-—— Rs
RS aHep 4 1 71
R®: aHep or BGIcNAc 3 c
oHep ~— 3 ore
P37 R > interno

1
bs
R2----.aKdo =% aKdo

Ve

Lipido A —R!

Figura 3
Estructura del core de E. coli K12. Se indican todas las

uniones y configuraciones anoméricas. Etn, etanolamina.

El antigeno O es un polisacarido formado por entre 1 y 40 subunidades
repetitivas (subunidades O) que varia enormemente de cepa en cepa y que es
habitualmente el antigeno de superficie inmunodominante. La presencia de
antigeno O en la 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 complemento®.



INTRODUCCION

Mas de 170 estructuras diferentes de antigenos O se han identificado
solamente en E. coli y aproximadamente 50 serogrupos en Salmonella
enterica®. Las diferencias estructurales encontradas se hallan en Ia
composicion de azucares, en las uniones entre estos azucares y en las
uniones entre las subunidades. Estas variaciones determinan las
especificidades serologicas del anigeno 0® En la figura 4 se observa la

composicién de algunas subunidades repetitivas de diferentes bacterias.

OAc D-Glc
| 2 a | 1.6
. 13 o o o
E. coliK-12/016 — | D-Galf — DGlc — L-Rha — D-GlcNAc | —
2 1.6 1,3 1,3 1
. o B
E. coli 07 - [D-VioNAc — D-Man — D-Gal — D-GIcNAc
12 1,4
3 a | 1.3
L-Rha
2$Ac
Abe Ilc
' a \L 1,3 o o aD.f1‘4 i
S. enterica LT2 — (D-Man — L-Rha — D-Gal ]—)
2 1.4 1.3 1
Figura 4

Estructura de las subunidades repetitivas de antigeno O de E.
coli K12/016, E. coli O7 y S. enterica LT2.
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1.2 Biosintesis de LPS

La elucidacién del mecanismo detallado de la biosintesis y secrecién
de LPS constituye uno de los grandes desafios de la bioquimica de los
procariotas. Debido a su gran tamafo, composiciéon anfifilica vy
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 mayoria de los estudios sobre la biosintesis de antigeno O se han
realizado en Salmonella, mientras que es muy poco lo que se ha investigado
en E. coli K12, dado que su capacidad de sintetizar antigeno O no fue
reconocida hasta hace unos pocos afos .

La biosintesis de las subunidades de antigeno O, que es
independiente de la de lipido A-core® °, comienza con el ensamblado de las
subunidades O por medio de la transferencia secuencial de azucares sobre
un lipido transportador, el undecaprenol-fosfato o bactoprenol-fosfato (figura
5). Estas reacciones se llevan a cabo en el lado citoplasmatico de la
membrana interna.

Luego las subunidades son transportadas hacia el lado periplasmico y
son polimerizadas desde el extremo reductor por una polimerasa. Por uitimo
el antigeno 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 descripcién de los procesos biosintéticos

que conducen a la formacion de antigeno O.

11
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Exterior
Core __
__________________________________________________________________ (G0 g o PR

Membrana
externa 4
Periplasma ,‘D |

1 2 Membrana
interna

D Subunidad O .
Lipido A/Kdo/Core Citoplasma

unida al prenol

Figura 5

Representaciéon esquematica de la biosintesis de LPS. Los

pasos 1 a 4 indican los eventos de translocaciéon que requieren

la intervencion proteica o el suministro de energia metabdlica.
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1.3 Biosintesis de antigeno O

1.3.1 Reacciones de iniciacion

El primer azucar-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 azucar correspondiente. En Salmonella typhimurium
LT2 y todas la demas cepas que que comienzan con Gal, esta reaccion
reversible es catalizada por una proteina de membrana codificada por el gen
wbaP (rfbP). La otra unica enzima inciadora conocida es WecA (Rfe), una
GlcNAc-1-P transferasa. Esta enzima cataliza en varios serotipos de E. coli ,
Shigella, Yersinia, Serratia y Klebsiella la transferencia de GIcNAc-1-P al
undecaprenol-P (figura 6). La actividad de esta proteina, también ubicada en la
membrana interna, es necesaria ademas para la sintesis de otros
polisacaridos como el acido colanico y el antigeno comun a enterobacterias
(ECA) vy, curiosamente, también inicia la formacién de antigenos O
homopoliméricos en E. coli O8 y O9 y en Klebsiella pneumoniae, aunque las
subunidades O de esos homopolisacaridos no contienen GIcNAc y sus
mecanismos de polimerizacion difieren del descripto para
heteropolisacaridos®.

El producto, undecaprenol-pirofosfato-hexosa sirve como aceptor para
las reacciones de glicosilacién posteriores que, como se ha mencionado
anteriormente, proceden secuencialmente permitiendo la formacién de
subunidades que poseen entre 3 y 6 azucares. Las enzimas responsables
de estas transferencias se encuentran en el citoplasma. En la primera
reaccion se transfiere un azucar-fosfato, mientras que en las reacciones
subsiguientes sélo se transfiere el azucar a partir del nucleétido azucar

correspondiente.

13
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1.2.2 Polimerizacién de las subunidades O vy ligacién al core

Se han descripto dos mecanismos diferentes mediante los cuales las
subunidades se polimerizan. En el caso de polisacaridos homopoliméricos,
como los de E. coli O8 y E. coli O9 y algunos polisacaridos capsulares, la
polimerizacién se lleva a cabo en la cara citoplasmatica de la membrana
interna por la accion secuencial de las diferentes glicosiltransferasas que
elongan el polisacarido por el extremo no reductor’". El polisacarido naciente
es transportado a través de la membrana citoplasmatica por un transportador
del tipo ABC (por “ATP-binding casette”, transportadores que poseen un sitio
de union a ATP) y subsecuentemente ligado al lipido A-core'?. Este
mecanismo es conocido como Wzy(polimerasa)-independiente, ya que no
interviene la polimerasa codificada por el gen wzy13.

El segundo mecanismo requiere la translocacion o “flipping” de la
subunidad O a través de la membrana interna hacia el lado periplasmico,
donde se produce la polimerizacion por accion de la proteina Wzy. Esta
polimerasa actia mediante un mecanismo por el cual se transfiere el
polimero en crecimiento desde un undecaprenol-pirofosfato a una unica
subunidad unida a otra molécula de undecaprenol. La reaccion ocurre de
manera tal que el extremo reductor del polimero reacciona con el extremo no
reductor de la subunidad O, la cual permanece unida al undecaprenol por su
extremo reductor. El polimero unido al undecaprenol se liga luego “en bloc” al
lipido A-core por una reaccion catalizada por una ligasa en la cara
periplasmatica de la membrana. Este mecanismo, referido como wzy
(polimerasa)-dependiente es el que se utiliza en la sintesis de la mayoria de
los antigeno O, especialmente en aquellos formados por subunidades

compuestas por diferentes azucares (antigenos O heteropoliméricos).

14
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Figura 6

Biosintesis de antigeno O en E. coli K12/016. Sobre las

flechas se indican las proteinas responsables de cada etapa.
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Para este mecanismo no se ha identificado ningun transportador del tipo ABC,
por lo que se desconoce de dénde proviene la energia para la translocacion
de las subunidades. En la figura 6 se representa esquematicamente la
biosintesis de antigeno 016 en E. coli K12/016, que opera por este
mecanismo.

Una caracteristica interesante de los sistemas dependientes de
polimerasa es que la longitud de las cadenas de antigeno O esta
rigurosamente controlada. El proceso involucra a una enzima denominada
Wzz (antes conocida como rol por “regulator of O-chain lenght" o cld). La
longitud de los polisacaridos O tiene una distribucion bimodal, observandose
que cadenas de una sola subunidad son muy abundantes, pero moléculas
conteniendo mas unidades son progresivamente menos abundantes. Sin
embargo esta tendencia se revierte al llegar a un numero mayor de
subunidades de antigeno O, siendo cada vez mas abundantes moléculas con
entre 25 y 35 subunidades™. La existencia de este mecanismo ha sido
confirmada por la observacion de que la mutagénesis del gen wzz elimina la
distribucién bimodal y produce una distribucién de las longitudes de antigeno

O que es la que se predice por una ligacién y polimerizacién al azar™"

1.4 Estructura de los operones de biosintesis de antigeno O

Los genes involucrados en la biosintesis de polisacaridos
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 antigeno O y de exopolisacaridos como el acido colanico, el ECA y
las capsulas K. Estos operones estan formados en general por 3 clases de
genes: a) aquellos requeridos para las enzimas involucradas en caminos
biosintéticos de nucleétido azlicares (u otros componentes), necesarios para
la sintesis de polisacaridos y que, por no ser requeridos en otra vias

metabdlicas, no se encuentran codificadas en otra regién del cromosoma; b)

16



INTRODUCCION

los genes para las glicosiltransferasas, y c) los genes para el procesamiento
de oligo o polisacaridos. El nimero de genes varia dependiendo de la
complejidad del polisacarido.

Para la sintesis de antigeno O ya se han identificado 26 genes
diferentes considerando solamente Salmonella y un numero bastante mayor
en E. coli Recientemente”, y debido a la enorme cantidad de genes
involucrados en la sintesis de los diferentes antigenos O, se ha adoptado una
nueva nomenclatura. El operén para la sintesis de antigeno O, antes
nombrado rfb, ha recibido la denominacién wb.

Analizaremos los operones para la sintesis de antigeno O de dos
cepas de E. coli: E. coli K12/016 y E. coli O7 yde S. enterica LT2, que seran
utilizados como modelo de estudio en esta Tesis.

El antigeno O de E. coli K12/016, la cepa de uso mas frecuente en los
laboratorios de biologia molecular, contiene GlcNAc, ramnosa (Rha), glucosa
(Glc) y galactofuranosa (Galf) (figura 4). La organizacion del operon wb de E.
coli K12/016 ha sido descripta por los grupos de P. Reeves y M. Valvano " %
Dentro de este operdn (figura 7A) se encuentran los genes necesarios para la
sintesis de Rha y Galf. Para la sintesis de Rha se requieren 4 genes, que son
los cuatro primeros del operon y que permiten la sintesis de TDP-Rha a partir
de Glc-1P 3. Para la sintesis de Galf solo se requiere un gen, denominado glf,
que codifica para la UDP-galactopiranosa mutasa, responsable de la
conversion de UDP-galactopiranosa (UDP-Galp) en UDP-Galf'®. También
existen genes que codifican las transferasas de Glc y Galf que transfieren
estos azlcares en las posiciones tercera y cuarta de la subunidad O
respectivamente. Para la sintesis de la subunidad O es necesaria también
una ramnosil transferasa que transfiera la Rha en la segunda posicién del
esqueleto O16, luego de la GIcNAc y una acetil transferasa, que transfiere un
grupo acetilo al carbono 2 de la Rha. Ademas existen genes para la
polimerasa (wzy) y la putativa translocasa (wzx) (ver siguiente seccidn)
(figuras 4 y 6). Las cepas de E. coli K12 del linaje W3110 usualmente no

producen antigeno O debido a que poseen una inserciéon del tipo IS5
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interrumpiendo el gen wbbL, que codifica para la ramnosiltransferasa’”®. La
introduccion del gen wbbL en trans es capaz de restablecer la capacidad de
sintetizar antigeno O.

E coli VW187 (O7:K1) es la cepa responsable de algunas infecciones
intraintestinales y meningitis en neonatos e infecciones en el tracto urinario en
adultos®. El antigeno O7 contiene cinco azucares: GlcNAc, Galp, manosa
(Man), Rha y N-acetilviosamina (N-VioNAc) (figura 2). La organizaciéon del
operéon wb de esta cepa (figura 7B) ha sido descripta por el grupo de M.
Valvano'®?'. Dentro de este operdn se encuentran cuatro genes implicados en
la biosintesis de TDP-Rha, dos para la sintesis de GDP-Man, dos para la
sintesis de TDP-VioNAc, cuatro transferasas de azucares, el gen de la
translocasa (wzx) y el gen de la polimerasa (wzy). El gen wzz, regulador de la
longitud de la cadena de antigeno O se halla fuera del operén.

El antigeno O de S. enterica LT2 (serovar typhimurium, grupo B)
contiene Galp, Rha, Man y abecuosa (Abe) (figura 2). En el operdn (figura 7C)
se encuentran cuatro genes para la sintesis de TDP-Rha, cinco para la
sintesis de CDP-Abe y dos para la sintesis de GDP-Man, el gen para la
translocasa Wzx y los genes que codifican para la cuatro transferasas que
transfieren los azucares desde los nucledtido-azucares a la subunidad O en
formacion. El UDP-Galp tiene otras funciones adicionales en S. enterica y por
lo tanto su biosintesis no esta controlada por el operéon wba. El gen wbaP, a

diferencia de su homoélogo wecA en E. coli, esta contenido dentro del operon.
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Figura 7
Organizacion genética de los operones wb de las cepas E. coli
K12/016 (A), E. coli O7 (B) y S. enterica LT2 (C).
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1.5 La enzima Wzx actua posiblemente como una translocasa

Todos los operones de antigeno O que operan por el mecanismo
dependiente de polimerasa contienen un gen que codifica para una proteina
que posee 12 potenciales regiones transmembrana® %, designada como Wx
(previamente RfbX). Esta proteina ha sido postulada como la “flipasa” o
“translocasa” encargada de translocar la subunidad O a través de la
membrana interna'®.

Las diferentes translocasas (Wzx) poseen una muy baja homologia de
secuencias tanto a nivel de DNA como de proteinas. Esta particularidad ha
sido explotada para utilizar los diferentes genes wzx como marcadores
genéticos y poder distinguir entre diferentes serotipos, aun dentro de una
misma especie'® 2. En la figura 8 se observa el alineamiento de secuencias
de las translocasas de antigeno O de diferentes cepas de E. coli, Salmonella.
Pseudomonas y Shigella. Aunque la homologia a nivel estructura primaria es
muy baja, si se analizan los diagramas de hidropatia de las diferentes
translocasas puede predecirse que todas las proteinas Wzx secuenciadas
hasta el momento poseen 12 hélices transmembrana, siendo los diagramas
resultantes muy similares.

Los intentos por sobreexpresar Wzx han sido infructuosas?®?, lo que ha
imposibilitado los estudios estructurales y mecanisticos de las putativas
translocasas. Anteriormente se han descripto casos en los cuales la
sobreexpresion de una proteina de membrana resultaba letal, especulandose
que se veria comprometida la integridad o el funcionamiento de la
membrana®. Hasta hace muy poco tiempo tampoco habia sido posible
obtener mutantes en el gen wzx cromosomal’®, y se asumia que la
acumulacion de las subunidades O resultaba deletérea para la célula. Una
explicacion para este fenémeno es que la acumulacién de subunidades O
consumiria una gran cantidad de undecaprenol. Al no disponer la célula de tal
cantidad, la sintesis de mureina se veria alterada, lo que podria resultar letal.
Sin embargo, si ha sido posible realizar estudios en una cepa transformada

con un plasmido codificando un operén completo de antigeno O que posee un
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transposon insertado en el gen wzx. Este trabajo, es, hasta el momento, el
unico en el que se estudié la actividad “flipasa” o translocasa de Wzx. En los
experimentos de Liu y colaboradores®, se demostréo que una mutacion en el
gen wzx de Shigella dysenteriae provoca la acumulacién de subunidades O.
Ademas los autores postularon que esta acumulacién se produce en el lado
citoplasmatico de la membrana interna, aunque las evidencias basadas en
experimentos con vesiculas invertidas y esferoplastos no fueron del todo
concluyentes.

Recientemente se obtuvo en Pseudomonas aeruginosa 05, una
mutante cromosomal.en el gen wzx® En esta mutante no hay producciéon de
antigeno O y, curiosamente se ve afectada también la sintesis de un
homopolimero de Rha. Esta ultima caracteristica se revierte si se aumentan
los niveles del gen homdlogo a wecA.

Por todo esto, la asignacion de Wzx como una translocasa es sélo
tentativa y se requieren experimentos adicionales para la elucidacién del

mecanismo bioquimico involucrado en la presunta actividad de translocasa.
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1.6 Translocasas que intervienen en la biosintesis de exopolisacaridos

La biosintesis de exopolisacaridos generalmente se inicia de la misma
manera que la sintesis de antigeno O, con la transferencia de azlcares-P
desde nucleétido azucares hacia un prenol-P. Para la translocaciéon a través
de la membrana se ha propuesto un mecanismo similar al planteado para el
antigeno O. Entre los polisacaridos que operarian por este mecanismo se

encuentran el succinoglicano de Rhizobium meliloti ¥, el xantano de

Xanthomonas campestris, el acido colanico en E. coli 8 el amilovorano en
Erwinia amylovora y el exopolisacarido de Lactococcus lactis. En los
respectivos operones existen genes homdélogos a la putativa translocasa Wz,
que poseen 12 regiones transmembrana. Ademas se han encontrado
también homologos a Wzx en bacterias Gram positivas, como Bacillus subtilis.
En este caso el gen homélogo a wzx intervendria en la biosintesis de acidos
teicoicos®.

En R. meliloti, la mutacion del gen homélogo 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 dimeros y trimeros de la subunidad de
octasacarido. Este hecho plantea la posibilidad que ExoT pueda tener alguna
otra funciéon adicional a la de translocasa o aun cumplir una funcién
completamente diferente. Se ha postulado ademas que ExoT formaria
complejos con otras proteinas de membrana como ExoP y ExoQ¥.

En la figura 9 se representan las estructuras de las subunidades

repetitivas del sucinoglicano y del acido colanico.
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Figura 9
Estructura de las subunidades repetitivas del succinoglicano de

R. meliloti y el acido colanico de E. coli K12.

Puede observarse en la figura 10 el arbol filogenético resultante de la
comparacién de las putativas translocasas de antigeno O, exopolisacaridos y
acido teicoico. De este arbol se desprende que existen translocasas de
antigeno O, como la de E. coli O7 que presenta mas homologia con
translocasas de exopolisacaridos como ExoT o WzxC que con otras
translocasas de antigeno O de su misma especie, como la de E. coli 0157, lo
cual sugiere una funcibn comun para todas estas translocasas: la

translocaciéon de oligosacaridos-prenol a través de la membrana.
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Figura 10
Arbol filogenético que incluye translocasas de antigeno 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 O2A), de exopolisacaridos

(ExoT, EpsK y WzxC) y de acidos teicoicos (B. subltilis).

1.7 Translocasas en la sintesis de peptidoglicano

La biosintesis de peptidoglicano ha sido el foco de una exhaustiva
investigacion durante los ultimos 40 afios, debido principalmente a la
vulnerabilidad de las bacterias a la inhibicién de esta esencial y exclusiva via®'.
El descubrimiento y la aplicaciéon clinica de los antibiéticos B-lactamicos vy
glicopéptidos que actuan sobre las ultimas etapas de la biosintesis de
mureina han hecho posible el tratamiento de rutina de infecciones
bacterianas. Sin embargo, el uso indiscriminando de estos antibiéticos ha
llevado a la aparicién global de resistencias a estos antibiéticos. Por lo tanto,
se ha renovado el interés por el estudio de la biosintesis de peptidoglicano en
busca de nuevos blancos de inhibicion para antibiéticos.

El peptidoglicano se sintetiza en tres etapas: sintesis del precursor
citoplasmatico UDP-MurNAc-L-Ala-D-Glu-X-D-Ala-D-Ala (donde X puede ser
acido meso-diaminopimélico, m-DAP, o L-Lys); translocaciéon a través de la

membrana plasmatica, y transglicosilacion y cross-linking sobre la superficie
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celular (figura 11).

El pentapéptido precursor es sintetizado en el citoplasma mediante la
adiciéon secuencial de L-Ala, D-Glu y m-DAP a UDP-MurNAc, seguida de la
adiciéon de un dipéptido D-Ala-D-Ala por ligasas solubles dependientes de
ATP* El pentapéptido-MurNAc se transfiere posteriormente a undecaprenol-P
que actia como transportador, por la accion de una proteina integral de
membrana (translocasa l), que en E. coli estd codificada por el gen mraY,
produciéndose UMP y undecaprenol-pirofosfato-MurNAc-pentapéptido (figura
9). Posteriormente se agrega GIcNAc al residuo de MurNAc por la transferasa
codificada por el gen murG Se ha demostrado recientemente que esta
enzima se encuentra periféricamente asociada a la cara citoplasmatica de la
membrana interna®’. El disacarido-pentapéptido es de alguna manera
translocado hacia la cara externa de la membrana, donde es transglicosilado y
se produce su posterior entrecruzamiento. La etapa de transglicosilacion
libera undecaprenol-pirofosfato, el cual es reciclado a través de una
defosforilacion para generar undecaprenol-fosfato (figura 11).

Hasta el momento no ha sido identificada ninguna proteina que
participe en el proceso de translocacion del disacarido-pentapéptido-P-P-
undecaprenol a través de la membrana plasmatica. Sin embargo, dada la
evidente analogia que existe entre este proceso y la translocacion de
subunidades de antigeno O, es légico sugerir que debera existir una proteina
que asista la translocacion del precursor del peptidoglicano. La identificacion
de esta proteina y su caracterizacion podrian permitir el disefio y desarrollo de

nuevos antibioticos.
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Biosintesis de peptidoglicano. Las primeras etapas se realizan en
el citoplasma y las ultimas sobre la cara periplasmatica de la
membrana intema. La existencia de la flipasa no esta

demostrada.
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1.8 Translocasas que translocan Dol-P-aztuicares a través de la membrana

del Reticulo Endoplasmico

La N-glicosilacién de proteinas en eucariotas puede ser dividida en dos
procesos  diferentes: el ensamblado del  Dol-P-P-oligosacarido
(GlcsMangGIcNACc,) en la membrana del reticulo endoplasmico (RE) y la
transferencia del oligosacarido desde el Dol-P-P a residuos de asparagina de
cadenas polipeptidicas. Se ha determinado que la primera parte del primer
proceso en el lado citoplasmatico de la membrana del RE, mientras que la
adicién de cuatro residuos de Man y los residuos de Glc tiene lugar en el
lumen del RE®, El caracter bipartito del camino propuesto requiere varias
etapas de translocacién de Dol-P-P-monosacarido y oligosacarido-P-P-Dol*.
E! intermediario MansGIcNAc,-P-P-Dol y los dadores de azucares para las
reacciones de ensamblado posteriores, Dol-P-Man y Dol-P-Glc, se sintetizan
en el lado citoplasmatico y tienen que translocarse al lumen del RE®. En base
a experimentos con liposomas, se ha sugerido que la translocacion del Dol-P-
Man se produce en forma simultanea a su sintesis a partir de GDP-manosa y
Dol-P, resultando el Doi-P-Man orientado hacia el espacio lumenal®. Sin
embargo, esta translocacién no fue observada en experimentos in vivo™,

Utilizando un analogo de Dol-P-Man soluble en medio acuoso,
citronelol-P-Man y extractos de células eucariotas, se ha determinado la
existencia de una translocacién asistida por proteinas37. El proceso poseeria
gran especifidad, ya que el citronelol-P-Glc no resulté ser un inhibidor
competitivo del transporte transmembrana del citronelol-P-Man. Ademas se ha
demostrado que el movimiento transmembrana no asistido de prenol-
pirofosfato-azucares en liposomas es extremadamente lento®®*®, lo que
sugeriria que in vivo estaria asistido por proteinas. Sin embargo, hasta el
momento, no se han aislado mutantes deficientes en alguno de los genes
relacionados con las etapas de translocacién, probablemente debido a que
una mutaciéon en estos genes resultaria en un fenotipo letal en levaduras,

debido a que la N-glicosilacibn se encontraria inhibida®. También Ia
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translocasa de Dol-P-Man podria ser una enzima esencial, debido al
requerimiento de Dol-P-Man para la O-glicosilaciéon de proteinas y la sintesis
de glicosil fosfatidil inositol en el lumen del REY. La falta de la translocasa
para Dol-P-Glc deberia resultar en un fenotipo similar a una mutante en los
genes de la Dol-P-Glc sintetasa (alg5) o la glucosiltransferasa (alg6)
responsable de la transferencia de la primera Glc de Dol-P-Glc a
MangGIcNAc,-P-P-Dol y podria por lo tanto no afectar ostensiblemente la
viabilidad celular. Sin embargo, los “screenings” intensivos tendientes a aislar
estas mutantes han sido infructuosos”. Basandose en esta evidencia
negativa, se ha especulado que la translocasa de Dol-P-Man podria también
translocar Dol-P-Glc y viceversa. Esta redundancia no permitiria la deteccion
sencilla de una mutante en alguno de esos transportadores. Alternativamente,
el Dol-P-Glc podria ser translocado por alguna de las transferasas que lo
utilizan como dador de Glc, como Alg6p, Alg8p o Alg10p, ocurriendo la
translocaciéon simultaneamente con la transferencia de la Glc al oligosacarido-
P-P-dolicol. La estructura propuesta para estas transferasas, consistente en
multiples dominios transmembrana, es compatible con ese modelo, el cual
podria aplicarse también para las manosiltransferasas que utilizan Dol-P-Man

como dador de manosas.
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2.-OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo de Tesis son:

V Iniciar estudios mecanisticos acerca de la translocacion de glicolipidos
a través de membranas bioldgicas, utilizando el antigeno O de E. coli como

modelo.

V Establecer las bases estructurales requeridas para que una subunidad

de antigeno O sea translocada al espacio periplasmico.

V Analizar si los procesos de translocacién funcionan de la misma
manera para el antigeno O y para exopolisacaridos, en base a la capacidad de
las putativas translocasas de exopolisacaridos de reemplazar funcionalmente

a las translocasas de antigeno O.

v Analizar los componentes de la maquinaria de translocacién de

undecaprenol-P-P-azucares a través de la membrana de E. coli.

V Determinar el sitio de unién del antigeno O al lipido A-core de E. coli
K12/016.



MATERIALES Y METODOS

3.-MATERIALES Y METODOS

3.1 Células y medios de cultivo

Para los procesos de clonado se utilizd la cepa E. coli DH5a (Life
Technologies). La mutante en el gen gif se construyé sobre una cepa
resistente a acido nalidixico (Nx) derivada de E. coli K12 W3110 [rph-1 IN(rrnD-
rmE)1). Para otros experimentos se utilizaron las cepas CLM4®, que es una
derivada recA de la cepa S@874* a la que se le delecionaron los genes
requeridos para la sintesis de acido colanico y LPS O16. La cepa CLM20
también deriva de SJ874 y su construccion se detalla mas adelante.

Las células fueron generalmente crecidas a 37 °C en medio LB liquido
o placas de LB agar 1.5%. La composicion del medio LB es NaCl 1%, triptona
1% y extracto de levadura 0.5%. Las concentraciones finales de antibidticos
utilizadas fueron a concentraciones finales 100 pg/ml para ampicilina (Amp),
20 pug/ml para tetraciclina (Tet), 40 pg/ml para kanamicina (Km), 80 ug/ml para
spectinomicina (Sp), 15 ug/ml para cloramfenicol (Cm) y 50 pg/ml para Nx. A
menos que se especifique, todos los reactivos utilizados fueron obtenidos de

Sigma.

3.2 Procedimientos con DNA

Las enzimas de restriccion y otras enzimas modificadoras utilizadas
fueron generalmente compradas a New England BioLabs. La enzima T4 DNA
ligasa 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 electroporacién con un electroporador Gene Pulser
(Bio-Rad). Las preparaciones de DNA cromosomal se hicieron utilzando el
método descripto por Owen y Borman®. Los plasmidos se purificaron como
se ha descripto previamente®. Cuando fue necesario los fragmentos de DNA
se purificaron de geles de agarosa utilizando el kit Gen Clean |l (Bio101). Los

plasmidos utilizados en este trabajo se listan en la tabla |.
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Tabla | Caracteristicas de los Plasmidos utilizados en este estudio
Plasmido Propiedades relevantes Origen o referencia
pCM206 amplicon de 9Kb conteniendo AwecA-C | este estudio
de la cepa CLM20, clonado en pMAV3
pEXT21 Vector de expresion de bajo niumero de
copias, con resistencia a Spy replicon 3
pSa
pGP704 Vector de clonado, plasmido suicida 4
pJHCV32 Césmido conteniendo el operén de
genes para la biosintesis de antigeno 3
07
pJHCV32::Tn3 | pJHCV32, wzx::Tn3HoHoI-128
HoHol-128 Z
pMAV3 Vector de clonado >
pMAV11 wecA® clonado en pACYC184 %
pMF1 Amplicén de 1.9 Kb conteniendo el gen | este estudio
glf y sus regiones flanqueantes en
pGEM3
pMF2 pMF1, gif..cat, insercién del gen cat en | este estudio
el sitio Sty/ de glf.
pMF9 glf.cat y sus secuencias flanqueantes | este estudio
clonados en pGP704
pMF10 pMF9 conteniendo el casette SacB- | este estudio
SacR-npt! en el sitio Bglll
pMF19 Amplicén de 900bp conteniendo el gen | este estudio
wbbL (ramnosiltranferasa) en pEXT21
pMF20 Amplicon de 1.25 Kb conteniendo el| este estudio
gen wzx de E. coli K12/016 clonado en
pEXT21
pMF21 Amplicén de 1.5 Kb conteniendo el gen | este estudio
wzx de E. coli O7 clonado en pEXT21
pMF24 Amplicon de 1.2 Kb conteniendo el gen | este estudio
wzx de S. enterica LT2 clonado en
pEXT21
pMF26 Amplicon de 1.5 Kb conteniendo el gen | este estudio
wzxC de E. coli K12 para la sintesis de
acido colanico clonado en pEXT21
pMF28 Amplicén de 1.2 Kb conteniendo el gen | este estudio
exoT de R. meliloti 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 oligonucleétidos se sintetizaron en GIBCO BRL.
Los oligonucleétidos utilizados se detallan en la tabla Il. Se utilizé DNA
gendémico o plasmidos conteniendo los genes de interés como templados. El
templado fue calentado a 95 °C por 5 min en un volumen final de 45 pl
conteniendo 200 uM de cada uno de los desoxinucleétidos (dNTPs), Tris-HCI
10 mM pH 8.3, KCI 50 mM, MgCl, 2.5 mM y 5 ug de cada oligonucleétido.
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 requiri6 el
producto de amplificacion para su expresion, se utilizé la enzima Pwo
polimerasa (Roche Diagnostics) que posee una tasa de mutacibnes menor a
la de la Tag polimerasa.

En algunos casos se utilizé la técnica de “PCR sobre colonia”,
realizando la reacciéon de PCR utilizando como templado el DNA extraido
sencillamente de una colonia entera. Para estos casos, una colonia se
resuspendié en 40 ul de agua, se calenté a 100 °C durante 5 min y luego se
centrifugd a 10.000 rpm por 2 min. Se utilizaron 5 ul del sobrenadante como

templado para la PCR.

3.4 Construccién y caracterizacion de la cepa de E. coli CLM20

La cepa 21566% posee un transposon Tn10 insertado en el gen wecD.
Esta insercién se transdujo en la cepa S&J874 usando el bacteriofago P1%. Se
seleccionaron colonias resistentes a Tet y se seleccioné por PCR un clon
(CLMS), que poseia la insercién Tn10 en la orientacién deseada (figura 12). Se
aislaron derivados de CLM5 que no poseian el Th10 por el método descripto
por Maloy y Nunn®. Se seleccionaron colonias Tet® y se analizaron segin su
capacidad de expresar el LPS O7 cuando son transformadas con el plasmido

pJHCV3251. Dado que el gen wecA es necesario para la expresion del LPS O7
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y el gen wecD no es requerido®*® la falta de produccion de LPS 07 indica una

delecién que elimina la actividad del gen wecA que esta ubicado rio 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

TABLAII

PRIMERS UTILIZADOS

Secuencia
CATGACGAGCTTCGGACTGA
TCGATGCAATGGAAT
GATCACTTCGCAGAAT
AATTACGCCCCGCCCT
CTGGTTGCTGGAATTAT
CGCATACGGCTGGATAA
TCAACGGTAGCGTCATTTA
TGCTCGCGGCCCTGGAATG
GAACATTGAAATGGTAT
ATGAGCTCATGAATAACAAACTAGCCAG
TAGGATCCCAGGTAAGGCATGAATTC
ATGGATCCTGCATGAATACGAATAAATTAC
TAAAGCTTAATCCTCAGCAAACCAG
TAGAATTCTGCATAATGAAAGTTCAATTG
ATGTCGACGCATATGATTATCCCTTATTTG
ATGGATCCATGACCCCAACCGTTAACG
TAAAGCTTCTCTTTCTTCCGCAGTCG
ATGGATCCGATATGAGCTTACGTGA
TAAAGCTTAACAGCAACTCACCCCG

Blanco
rmiA
rho

cat

cat

glf

glf

wzy
wbbL
wbbL
WZXgco7
WZXgco7
WZXgco16
WZXEeco16
WZXseLT2

WZXseL T2
exoT

exoT
wzxC

wzxC

Sitio

Sacl
BamHl|
BamH|
Hindlll
EcoRlI
Sall
EcoRl
Hindlll
EcoRl
Hindili
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> Tn10-66 \a
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Figura 12

Construccién de la cepa CLM20. Mapa genético parcial del
operén wec (sintesis del ECA) en las cepas CLM5 y CLM20 de E.
coli K-12. La regiéon sombreada representa la region eliminada
en CLM20. CLM5 posee una insercién Tn10 en la region proxima
al extremo 5' del gen wecC. La ubicaciéon de los primers #15 y
#62 utilizados para la amplificacién del fragmento clonado en el

plasmido pCM206 se indica con flechas.
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Una de esas colonias, denominada CLM20 se examiné ademas por
PCR utilizando los primers #15 y #62. Se obtuvo un fragmento de 9 Kb. que se
cloné en el sitio Smal del vector pMAV3*, generando el plasmido pCM206. El

tamano exacto de la delecién fue verificado por secuenciacion.

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

La estrategia utilizada se representa esquematicamente en la figura 13.
Se amplific6 por PCR un fragmento de 1.9 Kb que abarca el gen gif y sus
regiones flanqueantes. Se utilizaron para ello los primers #85 y #88 sobre el
plasmido pZY1O1858 como templado (figura 14). El producto de amplificacion
se fosforil6 para permitir su ligacion en el sitio Hincll del vector pGEM3 vy
obtener el plasmido pMF1. Este plasmido fue utilizado como punto de partida
para generar la mutacion en el gen gif por la insercion de un casette de
resistencia a Cm. Este casette contiene el gen cat (Cm acetil transferasa) con
su propio promotor, pero carece de senales de terminacion de la transcripcion
a fin de no afectar la expresion de los genes ubicados rio abajo en el operon.
El gen cat se amplificé por PCR utilizando el plasmido pMAV3 como templado
y los primers #39 y #40. El producto de PCR se fosforilé y se insertdé en el sitio
Styl ubicado en la regién codificante del gen g/f en pMF1. Luego de la
transformacion, se analizaron por PCR las colonias resistentes a Amp y Cm
para seleccionar un clon (pMF2) con el gen cat insertado en la orientacion
deseada. El plasmido pMF2 se trat6 con Smal y Sphl, liberandose un
fragmento de 2.5 Kb conteniendo el gen gif interrumpido por el gen cat. Este

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

Este vector posee un gen de resistencia a Amp (Amp") y el replicon R6K
dependiente de la proteina Pir. Esto significa que este plasmido y todos sus
derivados no pueden replicarse a menos que sean complementados con la
proteina Pir codificada en trans. Por esta razon la mezcla de ligacion se

introdujo en la cepa BW19610 que posee la proteina Pir codificada por un fago
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SacB-npt1
BamHI

SacB-npt1

Figura 13

Construccion de la cepa MFF1. Se utilizé el plasmido suicida
pGP704, en el cual se clond el gen glf con su regién adyacente en
en el cromosoma, interrumpido por el gen cat. Para facilitar la
busqueda de la doble recombinante se incluyé en la construccién el
gen sacB, que es letal en presencia de sacarosa 10%.
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cat
— VA
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lgaF||[ B [ DA [Clwax [ gf [wzyl T [ THl[ gnd |
1S5
pZY 1003
85
pZY 1018 2 .
68
PMF1
pPMF20
L 2 Kb )
Figura 14

Mapa genético del operon wb de E. coli K-12/016. La ubicacién y
direccion de la transcripcion del gen cat insertado en el gen gif en
la cepa MFF1 se senala con la flecha. Se observa la presencia de
una insercién IS5 en el gen wbbL (sombreado). También se
sefalan las ubicaciones de los plasmidos pMF1, pMF19, pMF20,
pMF21, pPR1474 y pZY1003 y de los primers #85, #88, #99 y
#100 (flechas curvas). RmIABCD, genes necesarios para la
sintesis de TDP-Rha; wzx, translocasa; gif, UDP-Galp mutasa,;
wbbl, polimerasa de antigeno O; wbbJ, galactofuranosil
transferasa; wbbK o-acetil transferasa, WbbL, ramnosil

transferasa.
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lambda integrado en el cromosoma. El plasmido resultante se denominé
pMF9.

Paralelamente se obtuvo a partir de una digestion con BamHI del
plasmido pUM24* un casette que confiere resistencia a Km y sensibilidad a
sacarosa. El casette se compone del gen nptl y los genes sacB y sacR de B.
subtilis. Por razones no muy conocidas, la expresion del gen sacB es letal en
bacterias Gram™ en presencia de sacarosa 5% y ha sido utilizado ampliamente
para obtener mutantes por doble recombinacién. Al gen sacR se le ha
asignado una funcién regulatoria55. El fragmento de 3 Kb conteniendo el
casette sacB-npt1 se ligé al sitio Bgl/ll de pMF9. El plasmido obtenido se
design6é como pMF10.

Se transformaron con el plasmido pMF10 células de la cepa conjugativa
BW19851 Sp' (Pir+)56. Posteriormente se mezclaron estas celulas con otras
de la cepa W3110 Nx' para permitir la conjugacion entre ambas. Se seleccioné
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

recombinacion: en el primero el plasmido conteniendo el gen gif:Cm’ se
integré al cromosoma de W3110 y en un segundo evento el cassette npt1-
sacB y el resto del plasmido pGP704 se escindieron de él.

Para comprobar que la insercion del gen cat se produjo en el sitio
esperado se realizé 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 gif. La cepa mutante en el gen gif se designé MFF1.

3.6 Southern-Blot
El correcto remplazamiento alélico en el gen g/f se confirmé ademas

por Southern-Blot. Para ello se digiri6 DNA cromosomal de las cepas W3110 y
MFF1 con la enzima Sphl que no corta dentro de la construccién utilizada para
obtener la mutante. El producto de la digestion se resolvi6 en un gel de

agarosa y se transfirié a un filtro de nitrocelulosa®®. Se utilizo6 como sonda el
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gen g/f completo amplificado por PCR y marcado con dioxigenina utilizando el
kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection de Boeringer-Roche, el que se

utilizdé de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

3.7 Construccion del plasmido pMF19

Como ya se ha mencionado la cepa W3110 posee una insercion 1S5 en
el gen wbbL que codifica para la ramnosil transferasa que agrega la Rha en la
posicion 2 de la subunidad O. Para complementar esta mutacién se utilizaron
los primers #99 y #100 para amplificar por PCR el gen wbbL utilizando el
plasmido pPR147419 como templado y Taq polimerasa. El producto de PCR
se ligé al pGEM-T-easy (Promega), obteniéndose el plasmido pMF5. Este
plasmido se digirié con EcoR! a fin de recobrar el fragmento conteniendo el
gen wbbL. El fragmento se purificé a partir de un gel de agarosa y ligado en el
vector de expresion pEXT21% previamente digerido con EcoRl y tratado con

fosfatasa alcalina. El plasmido resultante se denominé pMF19.

3.8 Clonado y expresion de las diferentes putativas translocasas

En todos los casos se utilizé el vector de bajo nimero de copias
pEXT21. Se eligié este vector debido a que los intentos de utilizar vectores de
alto numero copias para la expresion de proteinas de membrana
frecuentemente han resultado infructuosos®’. El numero de copias por
cromosoma del pEXT21 varia entre tres y cuatro® . Las regiones codificantes
de los diferentes genes wzx y sus genes homoélogos exoT y wzxC fueron
clonadas bajo el control del promotor inducible plac.

Para todos los genes se utilizaron primers conteniendo sitios de
restriccion unicos para facilitar su clonado. Para amplificar el gen wzx de la
cepa de E. coli VW187 O7:K1 (wzxgco7) 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 emple6 la enzima Pwo polimerasa, a una temperatura de

hibridizaciéon de 52 °C y el plasmido pJHCV32®" como templado. El producto
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de PCR se digiri6 con Sacl y BamHl|, se purificé y se ligd al plasmido pEXT21
previamente digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante que
expresa el gen wzxg.o7 S€ denomindé pMF21.

Se utilizé la misma estrategia para el clonado del gen wxz de E. coli
W3110 O16:K12 (Wzxgo1s) Y lI0s demas genes wzx utilizados en esta Tesis.
Para obtener wzxg01s S€ emplearon los primers #103 y #104 conteniendo los
sitos BamHI y Hindlll respectivamente y el plasmido pZ1001%® como
templado. El plasmido obtenido que expresa el gen wzxg.o1s S€ denomind
pMF25.

Para amplificar wzx de S. enterica serovar typhimurium de la cepa LT2
(WzxseL12) Se utilizaron los primers #105 y #106 conteniendo los sitios
correspondientes a EcoRl y Sall. Como templado se utiliz6 DNA cromosomal
de la cepa SA4022. El plasmido obtenido que expresa el gen wzxset2 S€
denomindé pMF24.

Para el clonado del gen exoT de R. meliloti se realiz6 una PCR sobre
DNA cromosomal de la cepa B399. Se utilizaron los primers #107 y #108
conteniendo los sitios BamH] y Hindlll. Para esta reaccion de PCR debid
elevarse la temperatura de hibridizaciéon a 60 °C. El fragmento amplificado por
PCR se clon6 en los sitios mencionados del vector pEXT21 generando el
plasmido pMF28. Para el clonado de wzxC de E. coli K12 se utilizaron DNA
cromosomal de la cepa W3110 como templado y los primers #109 y #110
conteniendo los sitios para BamH! y Hindlll respectivamente. El plasmido

obtenido que expresa el gen wzxC se denomin6é pMF26.

3.9 Purificacion de LPS (minipreparaciones)

Para realizar las minipreparaciones de LPS se partié6 de células de E.
coli crecidas en LB. En los casos donde correspondia se agregé al medio
isopropil beta tio-galactésido (IPTG) a una concentraciéon final de 0.5 mM para
inducir la expresiéon de genes bajo accion del promotor /ac. Las células se

colectaron por centrifugacion y se resuspendieron en PBS ajustando la ODgg a
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2. Porciones de 1.5 m! de la suspension se centrifugaron, se resuspendieron
en 150 pl de buffer de lisis (2% SDS, 4 % 2-mercapto etanol, 10 % glicerol, 1 M
Tris-HC! pH 6.8) y se hirvieron durante 10 min. Se agregd a las preparaciones
2 pl de proteinasa K (GIBCO-BRL), se agitoé y se incub6é a 60 °C por 60 min.
Posteriormente se agregé 150 pl de una solucién de fenol 95%, incubandose
por 16 min a 70 °C, invirtiendo los tubos cada 5 min. Las preparaciones de
dejaron en hielo por 10 min y se centrifugaron a 14000 rpm por otros 10 min.
La fase acuosa se transfirié a otro tubo, al que se le agregaron 2 volimenes vy
medio de etanol para precipitar el LPS. Se centrifugé por 20 min., ée descarté

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

3.10 Purificacion de LPS (maxipreparaciones)

Las preparaciones a gran escala se realizaron mediante el método del
fenol caliente®, partiendo de 1 a 20 It. de cultivo, segun el caso. Las células se
colectaron por centrifugacion y se lavaron con buffer PBS (50 mM fosfato de
sodio, 150 mM NaCl. pH 7.4). Posteriormente se resuspendieron en solucion
PCP (fenol-cloroformo-éter de petroleo 1:2.5:4), 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 evaporacién total del cloroformo y el éter. EI LPS se
precipitd con un volumen de agua destilada y se centrifugé 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 removié y se repitié la
adicion de agua para completar la precipitacion del LPS. Las dos fases de
LPS se combinaron y se repitié la centrifugacién. Al sedimento de LPS se le
agregaron 20 m! de metanol. Se centrifugé nuevamente por 15 min a 10000
rpm y posteriormente se aspir6é el metanol. Se secé al vacio el LPS obtenido y
se resuspendié en 10 ml de agua destilada conteniendo Mg,Cl 0.1 mM. Se
centrifugé a 100.000 x g a 15 °C por espacio de 16 h. El precipitado obtenido

se resuspendié en 2 mi de agua destilada. La calidad de LPS obtenido se
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examino por electroforesis en geles de poliacrilamida y se cuantifico

analizando el contenido de acido cetodesoxioctanoico (KDO).

3.11 Analisis de LPS

El analisis de LPS se realizd por electroforesis en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE). Se utilizaron geles a una
concentracién de poliacrilamida 15 % conteniendo urea a una concentracién
final 4 M. En algunos casos se visualizé el LPS directamente por tincién
argéntica®'.

Cuando se consider6 conveniente se transfirio el contenido del gel a
una membrana de polivinildendivinilfluoride (PVDF), (Roche Diagnostics),
utilizando un dispositivo de electrotransferencia semi-seco SemiporTE77
(Hoefer). Se utilizé el buffer de electroforesis conteniendo metanol 10% y se
transfirié durante 30 min. a 80 mA (10 V iniciales).

En algunos experimentos se efectu6 un Western-blot revelando con
anticuerpos policlonales anti-antigeno 016 y O7. Para estos casos
primeramente se bloqued el filtro con PBS conteniendo leche descremada 5%
por espacio de 1 h. Se incubd con una dilucién 1/200 del anticuerpo en la
misma solucién. Posteriormente el filtro se lavd tres veces con PBS leche, y se
incub6 con proteina A-peroxidasa por 2 h. El filtro se lavé nuevamente 3 veces
con agua desionizada y se reveld en presencia de 4-cloro-naftol.

Para otros experimentos se procedié al revelado utilizando la lectina de
germen de trigo (WGA). Luego de bloquear la membrana, se incub6 en PBS
leche conteniendo 7 pg/ml de WGA marcada con dioxigenina (Roche
Diagnostics). La presencia de la lectina unida a la membrana se detect6
utilizando un anticuerpo anti-dioxigenina conjugado a fosfatasa alcalina,
revelandose con 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) y cloruro de 4-
nitroblue tetrazolio (NBT). Como control positivo de unidén de la lectina se utiliz6

ovoalbumina.
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3.12 Aglutinacion por la lectina WGA

Se crecieron bacterias en LB, y cuando se llegé a una ODgy de 0.4, se
agrego IPTG 0.5 mM y se continué incubando a 37 °C por 3 h mas. Alicuotas
de 1 ml se lavaron una vez con PBS y se ajusté la absorbancia a un valor de 2.
Por otra parte, la lectina WGA (Roche) se diluyé también en PBS y 25 pul de las
suspensiones bacterianas se mezclaron con 25 pl de diluciones seriadas de
la lectina WGA. La aglutinacién fue observada luego de 3 min de rotacién
sobre placas de vidrio.

La especificidad de la lectina por GIcNAc se determiné examinando la
aglutinacion de las bacterias en presencia de Glc o GIcNAc, utilizando
concentraciones de azucares 0.1, 0.156, 0.312, 0625 y 1.25 M. A las
soluciones de azucares se les agregé una concentracién de WGA de 12.5
ng/m y se examind la capacidad aglutinante como se ha descripto en el

parrafo anterior.

3.13 Cuantificacion de LPS

La cuantificacion de LPS se realizd mediante la medicién de KDO%. El
LPS se disolvié en 0.1 ml de H,SO4 0.02 N y se calenté a 100° C por 20 min.
Posteriormente se agregd H,SO, 0.02 N hasta completar 0.2 ml. Luego se
agregbé 0.25 ml de HIO, 0.04 N en 0.125 N de H,SO,. Se dejé6 20 min a
temperatura ambiente (TA) y se agreg6 0.5 m! de NaAsO, 2.6 % en HCI 0.5 N.
Por ultimo se agregaron 2 ml de acido tiobarbiturico 0.6 %, se calenté por
espacio de 20 min a 100 °C. Luego de enfriar, se midié la absorbancia a 548
nm. La cantidad de KDO se calculé en base a una curva estandar realizada

con cantidades conocidas de LPS.

3.14 Reacciones de RT-PCR

Para la preparacion de RNA a partir de bacterias, se utilizé Trizol

(GIBCO-BRL) de acuerdo a las condiciones estipuladas por el proveedor. La
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calidad del RNA se analizdé por electroforesis en geles de agarosa. EI RNA
obtenido se traté con DNAsa libre de RNAsa (Promega) en presencia del
inhibidor de RNAsa Rnasin (Promega). El RNA se traté con fenol y se precipitd
con etanol. Para la reaccion de transcriptasa reversa (RT) se partié de 5 ng de
RNA al que se le agregé 1ul de una soluciéon 10 uM del oligonucleétido en un
volumen total de 12 pl. La muestra se calenté a 70 °C 10 min y luego se
incubé 5 min en hielo. Pasado este tiempo se agregaron 4 ul del buffer
provisto por el proveedor de la transcriptasa reversa Superscript Il (GIBCO-
BRL), 2 ulde 0.1 MDTT y 1 ul de 10 mM de cada uno de los dNTPs. Se incubd
2 min a 42 °C y se agregd 1 ul de Superscript Il y se dejé reaccionar por
espacio de 50 min a 42 °C. Se utilizaron duplicados sin Superscript como
control de la ausencia de DNA plasmidico. La reaccidén se detuvo calentando a
70° C por 10 min. Se utilizé 1 ul de esta mezcla como templado en las

reacciones de PCR.
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4.- RESULTADOS

4.1 Obtencion y caracterizaciéon de una mutante gif

Para investigar si la formacién de una subunidad completa de antigeno
O es un prerrequisito para su translocacién a través de la membrana
citoplasmatica se construy6 la cepa MFF1, que posee una mutacién en el gen
glf. Este gen es el responsable de la adicién de Galf a la subunidad O16 de E.
coli. Una mutante gif deberia sintetizar una subunidad O conteniendo soélo tres
azucares, GIcNAc, Rha y Glc (figuras 4 y 6).

La estrategia utilizada para la construccién de la cepa MFF1 esta
representada en la figura 13 y se detalla en Materiales y Métodos. Para
construir la mutante gif =~ se insertd un casette de resistencia a Cm
interrumpiendo el gen gif. Este casette contiene el gen con propio promotor,
pero carece de sefales de terminacién de la transcripcién a fin de no afectar la
expresion de los genes ubicados rio abajo en el operén wb. Para determinar
que el gen cat se habia insertado interrumpiendo el gen glif, 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 1y 2) coinciden con los tamafnos correspondientes a la insercion del
casette en el gen g/f. Este hecho fue confirmado por Southern-Blot. Se digirié
DNA de las cepas W3110 y MFF1 con Sphl y se utiliz6 como sonda el gen gif
amplificado por PCR y marcado con dioxigenina. Se obtuvieron los fragmentos
esperados de 3840 bp (Figura 16, calle 1) y 4600 bp respectivamente (figura
16, calle 2). De estos experimentos se concluy6é que la cepa MFF1 posee el
gen cat insertado en el gen g/f.

Las cepas de E. coli K12 del linaje W3110 no producen antigeno O
debido a que poseen una insercion del tipo IS5 interrumpiendo el gen wbbL,
altimo gen del operon (figuras 7 y 14)'°®". Este gen codifica para la

ramnosiltransferasa involucrada en la transferencia de Rha en la segunda
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glf cat elf
( [ e AR _
> = - <
85 39 93 98
— 2322bp
Tamarios — 2027bp
esperados
39/93 1.3 Kb
85/98 2.6Kb
1 2 3
Figura 15

Analisis por PCR de la mutante g/f (cepa MFF1). Panel A: Esquema que
muestra la regién del cromosoma a la que se aparean los primers y los
resultados esperados para una mutante conteniendo el gen cat insertado en
en gen gif en la orientacion deseada. Panel B: Electroforesis 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
AHindlll.
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Wi i 2 ‘
-
1 2 3

Figura 16
Verificacion de la mutagénesis del gen gif por Southern Blot en la cepa
MFF1. Se digiri6 DNA de las cepas W3110 y MFF1 con Sphl que no
corta en el gen g/f ni en el casette Cm'. Los tamarios 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 AHindlIl .
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posicion del esqueleto O16 (figuras 4 y 6). La introduccién del gen wbbL en
trans es capaz de restablecer la capacidad de sintetizar antigeno 0". Por lo
tanto se construy6 el plasmido pMF19 que contiene el gen wbbL en el vector
pEXT21 (tabla | y figura 4) para poder analizar el efecto de la mutacién del gen
gff.

La capacidad de sintetizar antigeno O puede examinarse rapidamente
mediante el uso de bacteridéfagos. Se ha descripto que algunos bacteriéfagos
como el U3, BR2 y C21 no pueden infectar células que sintetizan antigeno O.
La tabla Il resume los resultados obtenidos para las cepas W3110 y MFF1
transformadas con el plasmido pMF19. Sélo el fago C21 es capaz de distinguir
entre ambas cepas, produciendo solamente la lisis de la cepa mutante
MFF1(pMF19) y no la de su cepa isogénica W3110(pMF19), capaz de sintetizar
antigeno O. Ademas la cepa MFF1(pMF19) se hace resistente al fago C21 si

se transforma con un plasmido que expresa sélo el gen g/f.

Cepa Fago U3 | Fago BR2 | Fago C21
W3110 S S S
W3110 pMF19 R R R
MFF1 S S S
MFF1 pMF19 R R S

Tabla lll

Comparacién del comportamiento de las cepas W3110 y MFF1
sin transformar y transformadas con el plasmido pMF19 frente a

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

De estos experimentos se concluyé que la disrupcién del gen gif
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provocada por el casette de resistencia a Cm afecta de alguna manera la
sintesis de antigeno O y que la sensibilidad al bacteriofago C21 observada en
la cepa MFF1(pMF19) se debe a la falta de produccion de Galf y no a un efecto
polar de la mutacion provocada por el casette de resistencia a cloramfenicol.
La resistencia de la cepa MFF1 transformada con el plasmido pMF19 a los
fagos U3 y BR2 indica que esta cepa difiere de su cepa isogénica
W3110(pM19), conteniendo antigeno O completo o parcialmente sintetizado

en su superficie.

4.2 Una subunidad O16 formada por tres azucares se puede translocar y

unir al core

El analisis del efecto de la disrupcion del gen gif se evaludé por
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).
En ausencia del plasmido pMF19, tanto la cepa W3110 como su mutante
isogénica glf..cat , MFF1, produjeron un LPS en el que so6lo se detecté el lipido
A-core (figura 17A, calles 1 y 3). Mediante analisis 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 plasmido pMF19
produjo polisacarido-O, que se observo en geles de poliacrilamida y posterior
tincion con plata (figura 17A calle 2), y por Western-Blot (figura 17B, calle2),
observandose el tipico bandeo escalonado. En constraste, la cepa MFF1
transformada con el pMF19 mostré una unica banda que migré por encima de
la correspondiente al lipido A-core (figura 17A, calle 4) y que también resultd
reactiva con anticuerpos anti-O16 (figura 17B, calle 4).
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Figura 17
Analisis del LPS producido por la cepa MFF1 por SDS-PAGE. Panel A,
tincion 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 A revelado con antisuero policlonal anti-O16. Las flechas
indican la posicién de las bandas de lipido A-core con una subunidad O

completa (calle 2) y una subunidad incompleta (calle 4).
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La sintesis del core y del lipido A se realiza en forma independiente a la
del antigeno y la union de éste al core-lipido A se produce en la cara externa
de la membrana plasmatica. El resultado obtenido en este experimento es el
esperado si es posible que una subunidad que carece de Galf pueda

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

4.3 Analisis estructural del LPS de las cepas MFF1 y MFF1(pMF19)

Para confirmar los resultados de obtenidos en el punto procedente se
decidié caracterizar el LPS de las cepas MFF1 y MFF1(pMF19) por métodos
fisicoquimicos. La estructura actualmente aceptada para el core de E. coli K12
en W3100% sirvi6 como punto de partida para la interpretacion de los
resultados obtenidos.

Se purificé el LPS de las cepas MFF1 y MFF1(pMF19) segun el método
de Galanos® y se realizé6 un analisis de la composicién de los mismos. La
cepa MFF1 mostré la presencia de Glc, Gal, GlcNAc y L-glicero-D-mano-
heptosa (LD-Hep). ElI LPS de MFF1(pMF19) también estaba compuesto de Glc,
Gal, GIcNAc y LD-Hep y contenia ademas Rha.

Posteriormente se sometié el LPS a metilacién exhaustiva y posterior
hidrolisis. El andlisis de los productos obtenidos en el caso del LPS de la
cepa MFF1 la 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 posicidén 7. Los residuos de LD-Hep no se
detectaron en este analisis debido a que se encuentran fosforilados®.

Se realizaron experimentos por bombardeo rapido de atomos-
espectrometria de masa (FAB-MS) del LPS metilado de la cepa MFF1. El
espectro obtenido mostré un pico primario tipo A correspondiente a un ién
glicosil oxonio a m/z 260 confirmando la presencia de un residuo de GIcNAc
terminal.

El analisis de los tipos de unién detectados en el LPS de la cepa
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MFF1(pMF19) arroj6 el mismo resultado que el obtenido para la cepa MFF1,
con la excepcion de que el unico residuo de GlcNAc fue detectado como un
derivado 3,6 disustituido. Ademas, se detectaron dos residuos adicionales no
presentes en el LPS de la cepa MFF1: un residuo de Glc 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 antigeno O16 correspondiente a
esta cepa.

El espectro de masa del LPS de la cepa MFF1(pMF19) mostré un fuerte
i6bn primario de tipo A a m/z 842 y su correspondiente i6n secundario,
proveniente de la B-eliminacién de Glc-Rha (m/z 410) desde la posicion O-3 de
la GIcNAc, a m/z 432 (m/z 842 - 810). Estos datos se corresponden con la
siguiente estructura: Glc-(1—3)-Rha-(1-3)[Glc-1—-6]-GlcNAc*. Se obtuvieron
ademas dos picos correspondientes a iones mayor masa. Uno de ellos, a
m/z 1090 corresponde a la siguiente estructura: Glc-(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: Glc-(1—-3)-Rha-(1-3)[Glc-(1-56)]-GlcNAc-(1-7)-
LD-Hep-(1-6)]-GIc™).

Mediante estos experimentos pudo determinarse que la cepa MFF1
transformada con pMF19 posee una subunidad O incompleta unida al core
que carece de Galf, lo 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 GIcNAc, la cual esta
ausente en la cepa MFF1 (figura 19). Este resultado sugiere que para que
ocurra la glicosilaciéon se requiere la presencia previa de Rha unida a la
GIcNAc. La cepa MFF1 posee un residuo de GIcNAc terminal. Dado que este
azucar es un componente de la subunidad repetitiva O16, se sugiere que la
presencia de este monosacarido podria corresponder a la translocacién de
undecaprenol-P-P-GIcNAc y su posterior ligacion al core por la ligasa (Waal),
siendo la Hep el sitio de union entre el antigeno 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 ién secundario (m/z 432) producido por B-eliminacién de la

*

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

representadas a cada pico se indican en el texto.
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Estructuras quimicas del core externo de las cepas MFF1 (A) y

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

observan los componentes de las subunidades incompletas

unidas al core para cada caso.
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4.4 Undecaprenol-P-P-GIcNAc puede translocarse y unirse al core

El hecho de que una subunidad incompleta O16 formada sélo por tres
residuos pueda translocarse a través de la membrana interna y ligarse al core,
plantea el interrogante de cuél es la minima unidad requerida para este
proceso. La presencia de una GIcNAc terminal en la estructura del LPS de la
cepa MFF1 sugiere que es posible la translocacién de subunidades
conteniendo tan sélo un azucar. Si la GIcNAc observada es parte en realidad
de la subunidad O, debié transferirse a partir de undecaprenol-P-P-GIcNAc y
para ello debidé requerirse la actividad de la UDP-GIcNAc:undecaprenol-P
GIcNAc-1-P transferasa (WecA) y de la putativa translocasa Wzx.

A fin de demostrar que la GIcNAc terminal en MFF1 proviene de la
translocaciéon de una subunidad incompleta de antigeno O, se construyé la
cepa CLM20 (ver Materiales y Métodos), que posee una delecion que elimina
los operones para la biosintesis de antigeno O y el acido colanico. Ademas
posee otra delecion que elimina los primeros 4 genes necesarios para la
sintesis del ECA. Esta delecién incluye parte del gen wecA (figura 12), que es
requerido para la sintesis del ECA y también para la iniciacion de la de varios

5385 entre ellos el de 016 " Por lo

antigeno O cuyo primer azucar es GIcNAc
tanto la cepa CLM20 puede ser utilizada para reconstruir de manera
escalonada la sintesis y ensamblado de la subunidad O16, por la adicién
secuencial de los componentes individuales codificados en plasmidos
especificos.

El plasmido pMAV1153 contiene el gen wecA y el plasmido pMF20
contiene el gen wzx de E. coli 016 (Wzxgs016) €n €l vector de bajo numero de
copias pEXT21 (tabla 1). Ambos plasmidos fueron introducidos en forma
conjunta o separadamente en la cepa CLM20. Se extrajo el LPS y se analiz6
por Western blot utilizando la lectina WGA marcada con dioxigenina, que dada
su gran especifidad por residuos terminales de GIcNAC®, permite la deteccion

de este azucar en el extremo del LPS. En paralelo, se tomaron muestras que
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fueron sometidas a electroforesis y tincion argéntica a fin de corroborar que se
sembraron cantidades comparables de LPS en cada calle y determinar la
existencia de bandas no reactivas con la lectina (figura 20). Como control
positivo, en los blots se utilizé6 ovoalbumina (figura 20A calle 9). Solamente el
LPS de la cepa CLM20 transformada con ambos plasmidos fue capaz de unir
la lectina (Figura 20A calle 4). Ademas la banda de LPS reactiva con la lectina
resulté de un tamano levemente mayor que las bandas de la cepa CLM20 sin
transformar (figura 20B calle 4).

En algunos experimentos, una tenue banda reactiva a la lectina pudo
ser observada en la cepa CLM20 con o sin plasmidos, pero sélo en los casos
donde se agreg6 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 lectina WGA. La aglutinacién de la cepa
CLM20 fue posible con el agregado de WGA a una concentracion de 250
pg/ml, mientras que la cantidad de WGA necesaria para aglutinar la cepa
CLM20 transformada con los plasmidos pMAV11 y pMF20 se redujo a 3.12
pug/ml (tabla IV). Esta observacion sugiere que la presencia de los genes de la
transferasa de GIcNAc y la translocasa Wzx son necesarios para la
incorporacion del residuo de GIcNAc al core. Estos resultados fueron
reforzados por el hecho de que la banda reactiva a la lectina WGA desaparecié
cuando se introdujeron los plasmidos pZY1003, pMAV11 y pMF19 en la cepa
CLM20 (figura 20A calle 6). El plasmido pZY100358 posee los genes para la
sintesis de TDP-Rha y el gen wzxgo1s, mientras que el plasmido pMF19
expresa la ramnosiltransferasa y el plasmido pMAV11 el gen wecA. La
desaparicion de esta banda coincidié con la aparicion de una nueva banda de
mayor peso molecular que la correspondiente al lipido A-core de la cepa
CLM20 que sélo se observo en los geles revelados por plata (figura 20B calle
6). Esta banda corresponderia a un producto formado por la transferencia de
una subunidad O16 incompleta que contiene sé6lo dos azucares, Rha y

GIcNAc. Como consecuencia de la unién de la Rha, la GIcNAc ya no
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Figura 20

Panel A: Western blot de preparaciones de LPS proveniente de la
cepa CLM20 transformada con wuno o varios plasmidos
recombinantes. La membrana fue incubada con la lectina WGA
marcada con dioxigenina y revelada con una anticuerpo monoclonal
anti-dioxigenina marcado con peroxidasa. Calle 1, sin plasmido;
calle 2, pMAV11 (wecA®); calle 3, pMF20 (WzXexi2016); calle 4,
pMAV11 + pMF20; calle 5, pMAV11+pZY1003 (rm/IBDAC +,
WZXeexi2i016 ); calle 6, pMAV11 + pZY1003 + pMF19 (wbbL"); calle 7,
pPMF24 (wzxse 12+); calle 8, pMAV11 + pMF24; calle 9, ovoalbumina.
Panel B: SDS-PAGE con tincién argéntica similar al mostrado en A.

58




RESULTADOS

Tabla IV Aglutinacion de suspensiones bacterianas por la lectina WGA

Cepa CLM20 transformada con los| WGA (ug/ml)°
plasmidos®:

ninguno 250.00 (1)
pMAV11 (wecA+) 125.00 (2)
pMAV11, pMF20 (wecA; WZXgek 12016 ) 3.12 (80)
pMAV11, pMF21 (wecA™; WzXecor ) 1.56 (160)
PMAV11, pMF24 (WecA”; WzXseL T2 ) 6.25 (40)
pMAV11, pMF26 (wecA”; exoT") 15.62 (16)
pPMAV11, pMF26 (wecA™; wzxC’) 125 (2)

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

® Los valores indican la dilucién mas baja que dieron una reaccion
de aglutinacion comparable a la obtenida con el control negativo
(CLM20 sin plasmidos) y representa la media de tres experimentos.
Entre paréntesis se indica el numero de veces que se redujo la
concentracion de WGA necesaria para obtener la aglutinacién en
comparacion al control negativo.
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seria terminal y por lo tanto no reaccionaria con la lectina. El experimento
control con CLM20 conteniendo solo pMAV11 y pZY1003, en el cual se obtuvo
una banda reactiva, confirmé esta interpretacion (figura 20A, calle 5). En este
caso, dado que la ramnosil transferasa WbbL no esta presente, la banda de
LPS de mayor peso molecular esta ausente en el gel tefido con plata (figura
20B, calle 5).

En este experimento se analizé6 ademas 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 (wzxse 12) S€ Observd una banda reactiva a la
lectina (figura 20A, calle 8) que no se detectd en presencia de pMF24 sélo
(figura 20A, calle 7), indicando que Wzxg,m, s capaz de translocar
undecaprenol-P-P-GIcNAc a través de la membrana interna de la célula.

No se observé ninguna banda reactiva a la lectina WGA en ausencia del
plasmido pMAV11, lo que implica que la aparicibn de esta banda es
dependiente del gen wecA, lo que sugiere que la GlcNAc observada proviene
muy probablemente de undecaprenol-P-P-GlcNAc, que actudé como precursor.

Los experimentos presentados en esta seccidn proveen una fuerte
evidencia de que el residuo de GIcNAc presente en el LPS de E. coli K12/016
se origina en la biosintesis de antigeno O y su maquinaria de ensamblado, y
requiere la presencia de las proteinas WecA y Wzx. Al mismo tiempo, estos
resultados indican que es posible translocar y unir al core unidades de

antigeno O que contienen sélo uno o dos residuos.

4.5 Caracterizacion de una mutante wzx en E coli O7

Para analizar la especifidad de las diferentes translocasas en cuanto a
su capacidad de translocar subunidades completas mediante experimentos
de complementacién, 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
la disrupcion del gen g/f, pero por razones desconocidas fue imposible
obtener la mutante. Previamente se han descripto en la literatura casos
similares, en los que la mutacion de genes que codifican para proteinas que
participan en la sintesis de polisacaridos presumiblemente es letal®® %, Por lo
tanto se decidié transformar la cepa CLM4, a la cual se le ha delecionado todo
el operéon wba, con el plasmido JHCV32: Tn3HoHol-128 (tabla 1). Este
plasmido contiene todo el operon de genes necesarios para sintetizar el
antigeno O7, pero posee un transposén Tn3HoHol inactivando el gen wzx.
Este plasmido se encontraba disponible en el laboratorio?’. Un sistema
similar, consistente en utilizar plasmidos conteniendo transposones
insertados en el gen de interés ya ha sido utilizado en Sh. dysenteriae25 como
alternativa a la mutante en el cromosoma. Para caracterizar esta mutante, se
examin6 su capacidad de sintetizar antigeno O mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida, electrotransferencia y revelado con anticuerpos anti
antigeno O7. Para la cepa CLM4 transformada con el plasmido
JHCV32::Tn3HoHo0I-128 no se obtuvieron bandas reactivas (figura 18, calle 2),
en constraste con lo ocurrido en el experimento utilizando el plasmido control
pJHCV32 (figura 21, calle 1), que lleva un operén de LPS O7 casi completo
Dado que este fenotipo puede deberse a la mutacion del gen wzx
o a un efecto polar de la insercion de TnHoHol, se decidi6 evaluar si la
presencia del gen wzx en trans es capaz de revertir el efecto del transposon.
Para ello se transformé CLM4 pJHCV32::Tn3HoHol-128 con el plasmido
pMF21, que contiene el gen wzxo; en el vector de bajo numero de copias
pEXT21 % (ver Materiales y Métodos). Se observd que este plasmido es capaz
de complementar la mutacion en wzx (figura 21, calle 3) y que el efecto
observado es debido a la propia mutacién y no a un efecto polar del

transposoén.
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Figura 21

Efecto de la mutacion de wzx de E .coli O7. Se realiz6 un Western blot
con antisuero de conejo anti antigeno O7. Se sembraron
preparaciones de LPS de la cepa CLM4 transformada con el
plasmido pJHCV32 que contiene el operon de biosintesis de
antigeno O7 intacto (calle1); con el plasmido pJHCV32:: Tn3HoHol-
128 (posee el transposdn insertado en el gen wzx, calle 2) y con
pJHCV32::Tn3HoHol-128 + pMF21 (wzxgco7 , calle 3).
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4.6 Especifidad de la translocacion de antigeno O

Como se ha mencionado en la introduccién, las proteinas Wzx de
diferentes origenes poseen muy poca homologia a nivel estructura primaria,
presentando una identidad de hasta un 20 %. Ademas existe un grupo de
proteinas implicadas en la sintesis de exopolisacaridos que también
presentan homologia 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 proteina Wzx no es especifica en cuanto a la longitud de la
subunidad O. Por lo tanto se decidi6é investigar aun mas la especifidad de la
funcion de la proteina Wzx y verificar si esta inespecificidad se mantiene en los
casos en los que se sintetizan subunidades O completas.

Para ello se utilizdé la cepa CLM4 conteniendo el plasmido
pJHCV32::TnHoHol, que como se ha mencionado en el punto precedente no
sintetiza antigeno O debido a que posee el transposén TnHoHol insertado en
la regién codificante del gen wzxqor;. Cuando se transformaron células de esta
cepa con el plasmido pMF20 que contiene el gen de la translocasa WzXgxi2016
se observé por Western-blot utilizando anticuerpos anti-07 la formacién de
antigeno O7 a niveles comparables a los obtenidos cuando se complemento
con el gen wzxgo7 en el plasmido pMF21 (figura 22, calles 2 y 3). En un
experimento similar se complementé con el plasmido pMF24 que posee el
gen wzx de S. enterica LT2 (wzxse 12), Cuyo producto normalmente transloca
una subunidad completamente diferente a la de E. coli O7 (figura 4). En este
caso también se observé la reversion del fenotipo provocado por la mutacion
(figura 22, calle 4).
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Figura 22

Complementacién de una mutante de wzxg.o7. Se realiz6 un Western-
Blot con antisuero anti-O7 de conejo. La muestra de LPS sembrada en la calle
1 corresponde a la cepa CLM4 tranformada con el plasmido
pJHCV32::Tn3HoHol-128 (wzxg.07). Las calles 2 a 6 contienen LPS de la
misma cepa conteniendo ademas: calle 2, pMF21 (Wzxgco7'); calle 3, pMF20
(WzXeakizio16'); calle 4, pMF24 (Wzxse12'); calle 5, pMF28 (wzxC") y calle 6,
pMF26 (exoT").
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Sin embargo en este caso se observé una menor cantidad de antigeno O en
las membranas en comparacién a la observada con Wzxgci201s Y WZXgco7. LAs
muestras de LPS se cuantificaron estimando la cantidad de KDO en cada una
de ellas y se sembré idéntica cantidad de LPS en cada calle. Por lo tanto, las
diferencias en los niveles de antigeno O no se deben a artefactos provocados
por la siembra de diferentes cantidades en las calles.

Se realizaron experimentos de complementacién con los plasmidos
pMF26 que contiene el gen exoT de R. meliloti y el plasmido pMF28 que
codifica el gen wzxC 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 complementacion no se debié a la ausencia de la expresion de los
genes exoT y wzxC, ya que fue posible detectar el mRNA correspondiente a
estos genes por RT-PCR (figura 23) a partir de células de la cepa CLM4
transformadas con los plasmidos pMF26 y pMF28, como asi también los
correspondientes a las mismas células transformadas con los plasmidos
pMF20 y pMF24.

Estos resultados en conjunto sugieren que las translocasas de
diferentes origenes (pero soélo aquellas que participan en la sintesis de
antigenos O) pueden ser funcionalmente intercambiables a pesar de la
aparente falta de conservacion de su secuencia de aminoacidos y que,
normalmente, estas translocasas translocan subunidades completamente
diferentes a través de las membranas internas bacterianas. En contraste, las
translocasas involucradas en la sintesis de exopolisacaridos no podrian

complementar una mutacién de una translocasa de antigeno O

65



RESULTADOS

Figura 23

Analisis de la transcripcion de los genes de diferentes
translocasas. Se purific6 el RNA de la cepa CLM4 transformada
con los plasmidos pMF20 (WzXekiziots, Calles 1 y 2); pMF24
(WzXseLT2', calles 3 y 4); pMF28 (exoT", calles 5 y 6) y pMF26
(wzxC", 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
especificos 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 O incompletas pueden translocarse a través de la
membrana interna y ligarse al core

La biosintesis de antigeno O dependiente de polimerasa (figura 6) es,
como se ha mencionado previamente, un proceso sumamente complejo, en
el que intervienen un gran numero de proteinas. Algunas de éstas estan
implicadas en la sintesis de los nucleétido azucares, en la formaciéon de
subunidades sobre un lipido transportador, en su transporte a través de la
membrana plasmatica o en su polimerizacién y posterior ligacién al lipido A-
core.

Poco o0 nada se conoce acerca de la especifidad de la maquinaria de
ensamblado del antigeno O. El modelo clasico asume que la subunidad O
debe sintetizarse en forma completa para luego translocarse a través de la
membrana citoplasmatica, polimerizarse y ligarse al lipido A-core previamente
sintetizado en forma independiente’® > * . Sin embargo, los experimentos
descriptos en esta Tesis demuestran que en E. coli K12, subunidades
incompletas pueden servir como sustratos de la maquinaria de translocacion
y ensamblado del antigeno O.

Se ha obtenido una cepa derivada de E. coli K12 que carece de los
genes necesarios para la sintesis del acido colanico, el antigeno O16 y el
ECA. En esta cepa, denominada CLM20, no esta alterada la sintesis del lipido
Ay del core. Mediante la transformaciéon de CLM20 con diferentes plasmidos
que poseian alguna de las proteinas involucradas en la sintesis de antigeno
O, se realiz6 la reconstruccion paso a paso de la sintesis y ensamblado de los
componentes del antigeno O sobre el lipido A-core y se examiné la presencia
o ausencia de los diferentes azlcares correspondientes a subunidades O
truncadas unidas al lipido A-core.

Mediante los experimentos en los cuales se analizdé la unién de la
lectina WGA a GIcNAc se demostré en forma concluyente que un residuo

terminal de GIcNAc puede unirse al lipido A-core, requiriéndose a tal efecto la
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sintesis de la proteina Wzx. La adicién de GIcNAc no ocurrié en ausencia de la
proteina WecA, lo que sugiere que este azucar debe ser donado al lipido A-
core a partir de un intermediario undecaprenol-P-P-GIcNAc .

El siguiente azicar de la subunidad O16, L-Rha, pudo agregarse al
undecaprenol-P-P-GIcNAc cuando se transformé ademas con los genes que
codificaban para la sintesis de dTDP-Rha y la ramnosiltransferasa WbbL. El
disacarido Rha-GIlcNAc también pudo ser incorporado al lipido A-core
dependiendo de la presencia de Wzx, como se ha evidenciado por la falta de
unién de la lectina WGA con el concomitante incremento en la movilidad
electroforética del LPS. Finalmente, una mutacién en el gen gif afectando la
sintesis del cuarto azucar de la subunidad, Galf, produjo la formacién de una
subunidad O truncada unida al core del LPS. De estos experimentos puede
concluirse que la maquinaria responsable de la translocacién no requiere que
las subunidades O se encuentren completamente sintetizadas para poder
reconocerlas y translocarlas a través de la membrana plasmatica. Por otra
parte, se determindé que aun el undecaprenol-P-P-GIcNAc, el glicolipido mas
sencillo, puede ser reconocido como sustrato para la translocacion y ligacion
al core. Esta conclusién puede ser aplicada a cepas que sintetizan otras
clases de antigeno O, ya que la GlcNAc esta presente en un gran niumero de
cepas de diferentes especies como primer residuo de la subunidad O, en los
cuales se transfiere también por accién de la proteina WecA® 24 %%

En un trabajo previo, utilizando mutantes en algunas de las
transferasas que forman parte del operon de Sh. dysenteriae tipo 1, Klena y
Schnaitman®® reportaron la aparicion de bandas adicionales en el perfil
electroforético del LPS de las mutantes, que podrian atribuirse a la formacién
parcial de subunidades O. Aunque los mencionados autores no aportaron
ninguna evidencia para confirmar esta hipotesis, los datos bioquimicos Yy
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 GIcNAc terminal en el core de E. coli K12 proviene de la via de sintesis
de antigeno O

Los datos estructurales obtenidos del analisis del LPS de la cepa MFF1
y de MFF1 transformada con el plasmido pMF19 codificando Ila
ramnosiltransferasa WbbL, permitieron confirmar un reporte previo indicando
que existe un residuo de GIcNAc unido a una L-glicero-D-mano-heptosa
terminal (HeplV) en el core externo de las cepas W3110 y W3100%2. Los
experimentos utilizando la lectina WGA demuestran que la presencia de
GIcNAc depende de la actividad de la transferasa WecA y de la putativa
translocasa Wzx, proteinas que forman parte de la maquinaria de transporte y
ensamblado del antigeno O. De estos resultados se puede deducir que la
HeplV es el sitio de unién del antigeno O16 al core del LPS y que la unién
GlcNACc-B(1—7)-HeplV define la especificidad de la ligasa del antigeno O de E.
coli K12. Esta ligasa, codificada por el gen waal, es la Unica proteina conocida
requerida para la reaccion de ligacion, la cual permite la transferencia del
antigeno O polimerizado sobre el lipido transportador al lipido A-core™. Waal
es una proteina integral de membrana que actua sobre la cara periplasmatica
de la membrana interna. Varias lineas de evidencia sugieren que estas
enzimas no poseen una especifidad obvia para la estructura del polisacarido
ligado, reconociendo posiblemente sélo algun tipo de estructura en la unién
del residuo de hidrato de carbono al undecaprenol-P-P’°. Los experimentos en
los cuales se demostré que las subunidades parcialmente sintetizadas
pudieron unirse al lipido A-core confirman esta hipdtesis e indican que una
propiedad similar existe para las proteinas Wzx. De esta forma puede
explicarse también el porqué ha sido posible clonar y expresar diferentes
antigenos O en E. coli K12.

Otro resultado interesante de este estudio es la identificacion de un
residuo adicional de Glc unido a la GIcNAc en la estructura del LPS de la cepa
MFF1(pMF19), no presente en la cepa MFF1 sin el plasmido. Este resultado

sugiere que la union de la Glc a la GIcNAc requiere que previamente se una la
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Rha. La incorporacion de la Glc podria explicarse por la actividad de una
glucosiltransferasa codificada en un locus diferente, ubicado separadamente
del operéon wb en el cromosoma de E. coli K-12. Un caso homélogo se ha
reportado en el sistema de glucosilaciéon involucrado en alteraciones

antigénicas codificadas por un bacteridfago en Sh. flexneri’".

5.3 Las proteinas Wzx codificadas por operones de sintesis de antigeno O
son intercambiables

El sistema experimental desarrollado en el presente trabajo de Tesis
permitié explorar una segunda cuestién critica en lo referente a la biosintesis
de antigeno O: la especifidad de las proteinas Wzx. La adicion del GIcNAc al
lipido A-core en la cepa CLM20 se produjo no sélo con la translocasa de E.
coli 016, sino que también ocurrié con las proteinas homadlogas de E. coli O7 y
S. enterica LT2. Estas proteinas poseen muy baja homologia a nivel de
estructura primaria y los antigenos O sintetizados en cada caso son
estructuralmente diferentes. Las dos cepas de E. coli utilizadas en este
estudio comparten el primer residuo en la subunidad O, GIcNAc, mientras que
en S. enterica el primer residuo es galactosa. Resulta sorprendente que
Wzxse 12 S€a capaz de translocar undecaprenol-P-P-GIcNAc, ya que este es un
intermediario que no participa normalmente de la biosintesis de antigeno O en
S. enterica. En contraste, las proteinas implicadas en la sintesis de
exopolisacaridos ensayadas, ExoT de R. meliloti y WzxC de E. coli K12, no
produjeron la adicion significativa de GlcNAc al lipido A-core.

El analisis semicuantitativo realizado a través de la aglutinacién con la
lectina WGA muestra que en presencia de las translocasas Wzx de E. coli K-
12/016 y E. coli O7, el lipido A-core contenia mayores cantidades de residuos
de GIcNAc que en presencia de la translocasa de S. enterica. Este resultado
se confirmé mediante el experimento paralelo en el cual se complementé una
mutante wzx" en E. coli O7 con las translocasas de las tres cepas. Las

translocasas de E. coli K12/016 y de E. coli O7 complementaron la mutacién
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muy eficientemente, mientras que la proteina de S. enterica también fue capaz
de corregir el fenotipo, pero con menor eficiencia. Estas diferencias no podrian
atribuirse a la existencia de diferentes niveles de expresion de los genes
respectivos, ya que fueron clonados en el mismo vector utilizando la misma
estrategia de clonado.

Una posible explicacién para las diferencias en los niveles de
complementacion observados es que para que ocurran los procesos de
translocacién vy ligacién al core deba producirse la interaccién entre las
proteinas involucradas, las que formarian un complejo multiproteico en la
membrana interna. En este hipotético complejo podrian participar la
translocasa Wzx, la ligasa Waal, WecA y la polimerasa Wzy. Si este proceso
es mediado por un complejo multiproteico, las translocasas WzXei2015 Y
Wzxe07 podrian interactuar mas eficientemente con WecA y con Waal, ya que
el primer azlcar de la subunidad para ambos casos es GIcNAc y la mutante
utilizada se construyé en una cepa E. coli. Wzxse 12 Normalmente interactuaria
con WbaP, la transferasa de galactosa y/o con la ligasa de S. enterica Waal_ge,
que no se encontraban disponibles en la mutante de E. coli utilizada. La
nocion de que interacciones especificas entre las proteinas involdcradas en la
transferencia de azucares-P al undecaprenol-fosfato, la translocacién, la
polimerizacién y la ligacion al core es requerida para la biosintesis de
antigeno O es apoyada ademas por el hecho de que las translocasas ExoT y
WzxC, involucradas en la sintesis de exopolisacaridos no complementaron la
mutante de una translocasa de antigeno O. Ambas proteinas poseen mayor
homologia a Wzxg.o7 que los otros genes Wzx (figura 10) y seguin los modelos
aceptados para la biosintesis de succinoglicano y acido colanico, estas
transiocasas cumplirian la misma funcién que las transiocasas de antigeno
O, la translocacién de un undecaprenol-P-P-oligosacarido a través de la
membrana interna. Sin embargo estas proteinas no fueron capaces de
translocar undecaprenol-P-P-GIcNAc en el ensayo de aglutinacion con WGA ni
la subunidad O7 en el experimento de complementacion de la mutante wzx'.

Estas supuestas interacciones entre las proteinas que participan en la
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biosintesis y ensamblado del antigeno O podrian contribuir a la regulacion de
ambos procesos. Para confirmar la existencia de este hipotético complejo se
requeriran experimentos de cross-linking que permitan aislar estos
complejos e identificar sus componentes. La cepa CLM20 seria un modelo

apropiado para realizar estos experimentos.

5.4- Un proceso similar de translocacion independiente de la estructura

glicosidica podria ocurrir en eucariotas

Existe una remarcable analogia entre la topologia de la biosintesis de
antigeno O dependiente de polimerasa, las etapas iniciales de la formacion
del oligosacarido que se transfiere a las glicoproteinas en eucariotas y la
biosintesis de peptidoglicano (figura 24)",

Entre las similitudes se destaca:

a) el uso de un transportador lipidico poliprenol-fosfato

b) la adicién del primer azicar como azucar-P a través de una enzima integral
de membrana, que es sensible a un mismo antibiético (tunicamicina) y la
liberacion de un nucledsido monofosfato

c) la adicion de los subsecuentes residuos de azucares por otras proteinas
asociadas a membranas a partir de nucleétido difosfoazucares

d) el reciclaje del lipido transportador via defosforilacion.

Recientemente, se han encontrado homologias a nivel de secuencia de
aminoacidos entre las enzimas implicadas en la biosintesis de glicoproteinas
y lipopolisacarido. Se ha reportado que una proteina que interviene en la
sintesis de LPS en Campilobacter jejuni que tiene una gran homologia con la
subunidad Sst3 de la oligosacariltransferasa de levaduras, aunque aun no se
ha determinado experimentalmente su funcion”™.

Para iniciar la sintesis de glicoproteinas en eucariotas, el heptasacarido
MansGIcNAc,-P-P-Dol se sintetiza en la cara citoplasmatica de la membrana
del reticulo endoplasmico y luego se transloca hacia el lumen donde continua

el procesamiento del oligosacarido y finalmente se transfiere a proteinas33'4°.
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Analogias entre la biosintesis de antigeno O en procariotas (E. coli K12/016)

y glicoproteinas en eucariotas.
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Puede observarse que la translocacion de oligosacaridos unido a lipidos
tarnsportadores representa un proceso biolégico basico encontrado tanto en
células procariotas como en eucariotas. En un reciente trabajo, utilizando
vesiculas microsomales se sugiri6 que el movimiento transmembrana de Dol-
P-P-oligosacaridos esta mediado por alguna proteina transportadora, aunque
hasta el presente no se ha identificado ninguna proteina especifica que medie

3.7 |lamativamente, en cepas de levaduras con

esta translocacion
mutaciones en el gen alg2, se producen oligosacaridos truncados que sélo
contienen Man,GIcNAc, que se transfieren in vivo a proteinas, sugiriendo que
no es estrictamente necesario que el oligosacarido se sintetice en forma
completa para que pueda translocarse a través de la membrana del RE™.
Estos resultados pueden explicarse si, como se sugiere en este trabajo para
las translocasas involucradas en la sintesis de antigeno O, la actividad de las
hipotéticas translocasas eucariéticas es independiente de la estructura de la
porcién glicosidica unida al poliprenol.

Se requeriran experimentos adicionales para probar la generalidad del
modelo aqui propuesto. Mientras tanto, el sistema experimental disefiado en
este estudio posiblemente permitira el analisis de las interrelaciones entre las
diferentes proteinas involucradas en el ensamblado del antigeno O y otros
polisacaridos como asi también las interacciones entre los sustratos y la

maquinaria de sintesis.
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