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INTRODUCCION

1- MICROORGANISMOS QUE CONTIENEN COLINA EN LA ENVOLTURA
CELULAR

La colina es un aminoalcohol que forma parte de los fosfolipidos de membrana de
las células eucaridticas, siendo poco frecuente en procariotas. Aunque se ha descrito su
presencia en los fosfolipidos de membrana de diferentes bacterias (Hagen y cols., 1966;
Arondel y cols., 1993), lo més relevante ha sido su descubrimiento, en algunas bacterias
Gram-posilivas, como componente de los cidos teicoicos de pared y lipoteicocos de

membrana.

L.1- Streptococeus pneumoniae

S, pneumoniae fue el primer microorganismo en el que se describié la presencia de
colina como componente de los #cidos teicoicos de pared (Tomasz, 1967). Es una bacteria
Gram-positiva, de 0,5-1.25 pm de didmetro, de forma oval con la exiremidad distal
lanceolada, inmévil y no forma endosporas. Estas bacterias se presentan en forma diploidea
de ahi ¢l nombre de Diplococcus pneumoniae, como se le denomind en un principio
(Tomasz, 1981). Se aislé por primera vez en el afio 1881 por Sternberg (en los Estados
Unidos) y Pasteur (en Francia) a partic de muestras de saliva humana.

L.1.1- Importancia desde el punto de vista clinico y biolégico

S, preumoniae es un patégeno humano responsable de enfermedades como Ia
neumonia, meningitis y bacteriemias, provocando altas tasas de mortalidad y morbitidad.
Segan la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la neurmonia es actualmente la cuarta
causa de mortalidad en el mundo y newmococo, en concreto, es el agente causal de entre el
10 y el 25% de los casos (Sahn, 1990). Ademds de estas infecciones invasivas graves
también puede llegar a producir ofitis media y sinusitis. Coloniza las vias altas del sistema
respiratorio y més concretamente Ia nasofaringe desde los primeros dias de vida y se
considera que, virtualmente, cualquier individuo ha estado colonizado en cualquier etapa de
su vida. La frecuencin de portadores puede variar de unas comunidades a otras dependiendo
de muchos factores (edad, ambicnte, estacién del afio, etc.), y se ha estimado que més del
60% de la poblacién puede ser portador (Austrian, 1986).
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En la primera mitad de este siglo, Avery y cols. (1944) establecieron que existian
numerosos serotipos de 8. pricumoniae en funcién de la estructura polisacaridica de Ia
capsula. Fue la primera sustancia no proteica que mostraba antigenicidad, de manera que
anticuerpos dirigidos contra la capsula proporcionaban proteccion contra la virulencia de
neumococo. Este hecho fue de gran importancia para el desarrollo de la inmunologla. Sin
embargo, el estudio del fenémeno de transformacién capsular (Griffith, 1928) fue
determinante para el descubrimiento del DNA como Ia base de Ia informacion genética,
siendo ésta una de lns mayores contribuciones al estudio de la biologia y medicina, ast como
la piedra angular del nacimiento de la gendtica molecular (Avery y cols., 1944).

La reaccion de hinchamiento capsular (quellung) junto con la sensibilidad del
neumococo [rente a las sales biliares (Neufeld, 1900, 1902), son dos de las prusbas més
utilizadas en el diagnéstico clinico. Neumococo fus posiblemente la primera especie
bacteriana en la que se detectd resistencia in vivo 8 un agente antiniicrobiano, la optoquina
(derivado de la quinina) (Morgenroth y Kaufinann, 1912). Hoy en dia la resistencia de esta
bacteria a agentes antimicrobianos se ha incremientado notablemente, acrecentandose el
peligro potencial do la misma. También ha sido neumococo Ia primera bacteria en la que se
ha estudiado la naturaleza enzimética de Ia lisis bacteriana (Dubos, 1937) y de Ia cual so ha
clonado el gen de la primera autolisina bacteriana (Garcla y cols., 1985)

1.1.2- Aspectos estructurales de las envolturas de neumococo

L.4.2.1~ La paved celular

La pared celular de neumococo estd compuesta del peptidoglicano y de los 4cidos
teicoicos a é] asociados. Su espesor oscila entre los 14-16 nm, y estd estructurada en 6-8
capas de peptidoglicano de 2 nm de espesor cada una (Tomasz, 1981). El peptidoglicano
bacteriano es un heteropolimero formado por cadenas polisacaridicas interconectadas por
puentes peptidicos. La fraccién polisacaridica, esth constituida habitualmente por la
alternancia de residuos de N-acetilglucosamina (NAG, 2-N-acetilamino-2-desoxi-D-glucosa)
y écido N-acetilmurimico (NAM, 2-N-acetilamino-3-0-(D-1-carboxietil)-2-desoxi-D-
glucosa), unidos entre si mediante entaces B-1,4. Al grupo carboxilo de los restos de NAM
se encuentran unidas las cadenas peptidicas a través de su grupo amino terminal. La
estructura del componente peptidico del peptidoglicano de neumococo ha sido estudiado
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por Garcia-Bustos y cols. (1987, 1990), gracias al empleo de cromatografia liquida de alta
presion (Fig. 1). El principal péptido monomérico es el tripéptido (L-Ala-D-iGIn-L-Lys) en
lugar de un tetrapéptido (L-Ala-D-iGln-L-Lys-D-Aln), lo que puede indicar la presencia de
D,D y D,L-carboxipeptidasas. Existen ademas dos tipos de puentes interpeptidicos: el mas
abundante es un puente cruzado L-Ala-L-Ser entre la D-Ala en posicién 4 de la unidad
peptidica donadora y la L-Lys de la posicidn 3 de la aceptora; el segundo tipo de puente es
el enlace directo entre estos dos aminodcidos, D-Ala(4) y L-Lys(3). Ademis de estos
aminodacidos, también s¢ han encontrado, aunque en proporcion minoritaria, Gly y Asp, los
cuales se supone que {orman parte de puentes interpeptidicos (Fischer y Tomasz, 1985).

Respecto a los dcidos teicoicos, podemos decir en general que forman parte de la
pared celular de bacterias Gram-positivas y pueden constituir hasta el 10% del peso seco de
la célula. Son polimeros de ribitol ¢ glicerol fosfato, en donde los mondmeros se unen
mediante enlances fosfodiéster. En ¢l caso de neumococo, se les ha denominado tambidn
como polisacaride C y su naturaleza antigénica se atribuye a los restos de N-acetil
galnctosaming fosfato (Tomasz, 1981). Mediante técnicas inmunocitoquimicas se ha visto
que se localiza no s6lo en la superficie de los ncumococos no encapsutados sino cn las caras
internas y externas de paredes celulares aisladas (Serensen y cols, 1988), Constituyen el 40-
30% del peso seco de I pared, estando unidos covalentemente al peptidoglicano a través de
enlaces tipo fosfodidster. Durante la sintesis de la pared celular, los acidos teicoicos se van
incorporando al peptidoglicano insoluble y parece ser que el entrecruzamiento del
peptidoglicano actuaria como sefial para designar los restos de dcido murdmico que pueden
incorporar cadenas de &cidos teicoicos (Fischer y Tomasz, 1984). Se estima que debe
existir, por término medio, una cadena de cido teicoico con 8 subunidades por cada unidad
de tetradisactrido tetrapéptido (Garcla-Bustos y Tomasz, 1987). En cuanto a su funcién,
los fcidos teicoicos son capaces de modular Ia actividad de las enzimas liticas, de activar la
tuta del complemento y pueden actuar como receptores de bacteridfagos (Lépez y cols,
1982b).

Se ha propuesto que fos dcidos teicoicos de S, preumoniae estan compuestos de
unidades  repetidas  de  glucosa-tridesoxidiaminohexosa-N-acelilgalactosaming-N-
acetilgalactosamina-ribitol fosfato. Por cada unidad de dcido teicoico hay dos residuos de

tosforilcolina situados en Ja posicion O(6) de los residuos de N- acetilgalactosamina
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(Ischer, 1993) (Fig. 1). El 85% de fa colina macromolecular se encucntia unida al acido

teicoico (Brundish y Baddiley, 1968; Mosser y Tomasz, 1970),
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ligura 1~ Modelo de In estructura de pared celular de S prenmoniae, Las cadenas
plicdnicas se representan con lns letras NAG-NAM, que representan los residuos allernantes de M-
acetilglucosaming (NAG) y M-acetilmurdmico (NAM). « significa que ¢l enlace peptidico se realiza con cl
prupa g-amino de la L-lising, Bl deido teicoico de pared se simboliza con un rectiingulo. P, grupo loshio;
G, plicerol fosfato, GLU, glucosa, DATG, diacetmmidotridesoxigalaciosa; NAGM, N-acetilgalactosaming:
PCOL, (osforileoling: RIVI-P, ribitolfostuto; Glx, isoplutamina. Sc estima que hay, por término medio, 16
moldenlas de PCOL en eada woldenla de dcido teicolco. [Los némeros | y 6 representan las posiciones de los
dtomos de carbono que participan en los enlaces que se indican. Los enlaces sensibles a In accién de Ins
enzimas que hidrolizan la pared celular de neumococo se mugstran con trifingulos negros (sensibles a las
amidasas), con teidngutos blancos (sensibles a las muramidasa o lisozimas) y con flechas en zig~zag

{sensibles a plocosaminidagns).
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S. pneumoniae presenta la peculiaridad de poseer un requerimiento nutricional
absoluto por la colina, pues Ia climinacién de 1a misma del medio de cultivo provoca un cese
del crecimiento (Rane y Subbarow, 1940). Se ha visto que su ausencia inhibe la sintesis y
liberacidn tanto del peptidoglicano como del 4cido teicoico (Fischer y Tomasz, 1984), Este
requerimiento nutricional puede satisfacerse utilizando anélogos estructurales (Badger,
1944; Sanz y cols, 1988), como la etanolamina, la cual neumococo es incapaz de metilar in
vive (Tomasz, 1968), dando lugar a alteraciones fisiolégicas importantes como la no
separacion de las células hijas, |a incapacidad de lisarse al final de a fase estacionaria de
crecimiento, la resistencia a la lisis inducida por desoxicolato y la incapacidad de
transformarse (Tomasz, 1968). Posteriormente se observd lambién la tolerancia a
antibidticos f}-lactdmicos (Tomasz, 1970) y Ia no infeccion por fagos.

Las propiedades andmalas mostradas por las células EA, desaparecen mediante la
adicién de colina a los cultivos de neumococo que contienen ctanolamina. Las nuevas
unidades de dcido teicoico conteniendo colina se unen a los precursores del peptidoglicano
sintetizado simultdncamente (Tomasz y cols, 1975), formando complejos que se incorporan
on Ia pared, exclusivamente en Ia regién ecuatorial de la misma (Briles y Tomasz, 1970;
Lopez y cols, 1982b). Durante ol crecimiento celular, se segregan de forma simétrica y
pasan intactos a las células hijas. De osta manera todas las alieraciones fisiolégicas
mencionadas anteriormente desaparecen.

Las célulns cuya pared contienen EA poseon una enzima autolitica denominada
LytA, en una conformacion que posee una actividad muy reducida (forma E) pero que
pucde activarse (convertirse) a la forma cataliticamente activa (forma C) tras la
preincubacion de la misma a baja temperatura con paredes que contienen colin (Tomasz y
Waestphal, 1971).

LE2.2« La membrana plasmitica

En cortes ulirafinos observados al microscopio electronico la membrana plasmética
de neumococo posec Ia tipica estructura trilamelar, con un espesor aproximado de 9 nm
(Fig. 2) y con una composicién lipidica en Ia que destacan los glicolipidos, el
fosfatidilglicerol, la cardiolipina y los lipidos neulros (Horne y cols., 1977; Tomasz., 1981;

Sorensen y cols., 1988).
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Un componente importante de la membrana es el antigeno de Forssman, molécula
anfipatica que presenta um estructura idéntica a la del dcido teicoico en cuanto a unidades
repetidas se refiere (Behr v cols,, 1992, Fischer y cols, 1993), y que lleva material lipidico
unido covalentemente (se denomina también dcido lipoteicoico o LTA). Se encuentra
uniformemente distribuido en la membrana ptasmatica con la fraccion lipidica anclada en la
bicapa lipidica, quedando el resto de In moléeula expuesto en la superficie (Serensen y cols.,
1988). Bl 15-202% de la colina de la envuelta celular forma parte de este antigeno, también
denominado antigeno F

Otras proteinas interesantes desde el punto de vista funcional y que se localizan en la
membrana son las proteinas que unen peniciina 6 PBPs, el receptor del factor de
competencia (Tomnsz, 1968), las proteinas implicadas en la union del DNA exdgeno
durante ¢l proceso de transformacion genética (Tomasz, 1981) y la endonucleasa encargada

de digerir una de las dos hebras de DNA transformante, requisito indispensable para la

entrada de DNA en ta célula

ACIDO LIPOTERKOICO Y

ACIDO TEICOICAO
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Figura 2- Representacion esquemdtica de la membrana plasmitica y Ia pared celular
de 8. puewmonive. Abrevialanas: G, N-aceilplcosaming; M, dcido Neacediliurdmico. Tomado de
Tomasz (1981).



1.1.2,3- La cipsula

Durante muchos aftos la cdpsula fue considerada responsable de la virulencia
producida por neumococo. Esto se basaba en I observacion de que todos los aislados
clinicos eran cipsulados (smooth), mientras que los derivados no capsulados (rough) de
dichas cepas, eran completamente avirulentos, Adn no se conoce bien el mecanismo por el
cual la cdpsula provoca virulencia, aunque si se sabe que presenta propiedades
antitagocitarias (Paton y cols., 1993). El espesor de Ia cdpsula varia entre 200 y 400 nm
dependiendo de lns estirpes. Aunque no se conoce con precision si la cipsula se encuentra
unida a la pared celular por algin tipo de interaccién, se ha descrito que en algunos tipos
capsulares puede unirse al peptidoglicano mediante enlaces covalentes (Serensen y Blom,
1992; Sorensen y cols., 1990). La cdpsula es de naturaleza polisacaridica y también recibe ¢f .
nombre de sustancia SSS (specific soluble substance). Se conocen 84 serotipos de
neumococo, que se diferencian entre sk, tanto por los monosacéridos que constituyen la
capsula como por el tipo de enlace entre los mismos. Los 84 serotipos se agrupan ¢n 46
grupos, si bien hay serotipos con antigenos comunes que pertenecen a distintos grupos

(Lund y Henrichsen, 1978).

1.2~ Clostridinm acetobutylicum

L2.1- Propiedades de €. acetobutylicum y clasifiencién

Ll género Clostridinm abarca unns 100 especies de microorganismos anaerobios,
Gram-positivos, formadores de endosporas, pertenecientes a lineas filogenéticas separadas.
Se incluyen especies psicrolilas, meséfilas y termdfilas, mostrando una amplia diversidad en
cuanto a la morfologia, ¢l metabolismo y los requerimientos nutricionales, variando su
contenido en G+C entre un 24-54 mol %. A finales del siglo pasado todas Ias especies
aisladas del género Clostridinm se clasificaban en patégenas y no patdgenas. El primer
grupo se caracterizaba por la produccién de potentes toxinas, mientras que el segundo
presentaba distintas propiedades, como la capacidad de fijar nitrégeno, producir solventes,
secretar enzimas responsables de la degradacién de polimeros, etc. El papel mas importante
que desempeiian en la naturaleza es la degradacion de material orgdnico, polimeros tales

como almidaon, celulosa, hemicelulosa y proteinas. Muchas especies secretan enziinas como
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amilasas, celulasas, proteasas y colagenasas, algunas de las cuales son de gran interés
biotecnologico (Saha y cols., 1989). Las especies de Clostriclinm mejor estudiadas son las
patogenas para el hombre (. bommdium, C. difficile, C. perfringens), C. thermaocellum por
su capacidad de degradar la celulosa a clevadas temperaturas y bacterias como ¢,
acetobutylicum, C. beijerinckii, C. tetanomorphunt y C. aurantibutyricum (Rodgers, 1986)
responsables de ln fermentacidn acctabutilica. C. acetobutvlicum es hasta ahora el
microorganimo mejor caracterizado y el mejor productor natural de butanol.

Fue Weizman en ¢l aflo 1916 quien desarrollé la explotacion a gran cscala de la
fermentacion acetobutilicn, estableciéndose la primera planta de produccion en Inglaterra. A
partir de la primera estirpe productora se han venido utilizando otras estirpes productoras
que se asemejan a la de Weizman en cuanto & la produceidn de acetona y butanol quedando
tipificadas como la misma especie. En la tabla 1 se muestran las estipes mejor
caracterizadas de . acerobutylicum, siendo la estirpe ATCC 824 la cepa tipo. A pesar de
que todas estas estirpes son capaces de llevar a cabo la fermentacién acetobutilica, se ha
visto que presentan importantes diferencias fenotipicas y genotipicas (Wilkinson y cols.,
1995). Dada la heterogencidad del grupo cra interesante conocer cuales son clasificables

como C\ acelobutylicum y cuales no.

Tabla 1~ Estirpes de Clostridium acetobutylicum

Listirpe Referencia
ATCC 824 Croux y cols., 1992b
NCIB 8052 Garcfa y cols., 1988b
P262 Woolley y Morris, 1990
DSM 1731 Woolley y Morris, 1990
NI-4° Hongo, 1960

* Esta cepn fue antiguamente denominada C. sacharoperbutylacetonicum

En los trabajos realizados por Woolley y cols. (1990), se llegd a la conclusion de
que al menos cuatro de las cinco eslirpes mencionadas anteriormente podrian subdividirse

en dos grupos claramente diferenciados en cuanto a su crecimiento, caracteristicas

9
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fisiolégicas, bioquimicas y de fermentacion, sumdndose la poca o nada de homologia entre
sus DNAs. Las cepas NCIB 8052 y P262 comformarian un grupo y la cepa DSM 1731 y
ATCC 824 comformaria ¢l otro. A su vez, los estudios de espectrofotometria do masas por
pirolisis (Wilkinson y cols., 1995) asi como el estudio de los sustratos fermentables por
dichas cepas (Woolley y cols., 1990) marco ciertas diferencias entre las estirpes NCIB 8052
y la P262, quedando incluso esta ultima mas relacionada con la cepa NI-4081 (derivada de
la NI-4) (Wilkinson y cols., 1995). Con respecto a las diferencias fenotipicas, parecen estar
relacionadas con la composicion de los Acidos teicoicos de pared y la aclividad de sus
enzimas liticas como veremos en apartados posteriores (Podvin y cols., 1988; Croux y
Garcia, 1991). En relacion a las diferencias genotipicas, Wilkinson y cols. (1993) hicieron
un estudio del tamnilo del genoma de dichas estirpes mediante la técnica de electroforesis en
campo pulsado, distinguiéndose claramento tres grupos. Las estirpes NCIB 8052 y NI-4081
tenian un tamanilo del DNA gendmico de 6,5 Mpb con un perfil de restriccién idéntico. Las
ostirpes ATCC 824 y DSM 1731 presentaban unos tamaiios de 4 y 3,5 Mpb
respectivaments, siendo los perfiles de restriccion del DNA muy similares. La estirpe P262
prescntaba, sin embargo, un tamafio del DNA genémico de 2,85 Mpb. A estos cstudios hay
que sumar las comparaciones de las sccuencias de los rRNA 168 qI:e confirmaron la
ostrecha relacion entro las estirpes ATCC 824 y DSM 1731, al presentar idénticas
secuencing. La estirpc NCIB 8052 mostraba un 7% de divergencia {rente a las estirpes
anteriores, siendo su secuencia 100% idéntica con el rRNA 168 de C. beiferinckii,
indicando que estas estirpes representarian Ia misma especie. La estirpe P262 se encuentra
bastante relacionada con las anteriores aunque mostraba cierta divergencia. Otras
diferencias interesantes a destacar entre estas estirpes son, por ejemplo, la presencia de un
sistema de restriccion activo en Ia estirpe ATCC 824 6 Ia capacidad de movilizar plasmidos
desde /. coli a la estirpe NCIB 8052 pero no a la ATCC 824 6 P262.

Todos estos datos venian a reafirmar ain mas la heterogeneidad de todas estas
estirpes, las cuales podrian no constituir la misma especie. Estas investigaciones, sugirieron
a Wilkinson y cols. (1995) que ¢l nombre de C. acetobutylicn deberia restringirse
oxclusivamiente a aquellas estirpes genéticamente relacionadas con la estirpe tipo ATCC
824, considerando que la estirpe NCIB 8052 deberia denominarse C. deijerinckil.

10
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1.2.2- Tmportancia industrial: la fermentacién acetobutilica (AB)

C. aeetobutylicum ha sido uno de los microorganismos mas ampliamente utilizados
para el desarrollo a gran escala de la fermentacion acetona-butanol (Jones y Woods, 1986).
Durante la primera guerra mundial, el coste de produccion se invirtié en la produccién de
acetona para la elaboracion de municiones, pues no existia un mercado para el butanol, el
cual constituin el 60% de la produccién de solventes. Despuéds de la guerra, con el
desarrolle de la industrin automovilistica, comenzé la demada de butanol, incrementandose
el rendimiento del proceso de fermentacion mediante la utilizacién de cepas mas
productoras de dicho solvente. Al mismo tiempo se hicieron grandes esfuerzos para trabajar
en una planta de fermentacion integrada, donde los solventes se obtenian por destilacién y
los gases emanados se separaban y se recogian, utilizandose el CO, como gas comprimido
para la produccién de nieve carbénica y el H, para Ia produccidon de metanol o la
hidrogenacion de aceites en la produccion de margarina. Los residuos sdlidos de la
fermentucion se vid que eran ricos en riboflavina, utilizdndose como complemento en los
alimentos para animales. A pesar de que la fermentacion acetona-butanol sobrevivié durante
fa segunda guerra mundial, no podia competir con la produccion quimica de solventes a
pactir del petrdleo por las siguientes razones: i) la necesidad de una fuente de carbohidratos
como sustrato del proceso fermentativo, cuyo precio fluctia segiin la cosecha, ln demanda
del mercado y la intervencion del gobierno; i) los problemas derivados del coste adicional
(que supone la eliminacion o reciclaje de los productos de desecho; iii) el allo coste que
supone el proceso de destilacion para la separacion de los solventes organicos comparado
con el procese de condensacion utilizado en las plantas petroquimicas, donde la mayor parte
de los procesos tienen lugar en fase gascosa. Para hacer compelitivo el proceso de
fermentacién es necesario mejorar, no sélo el proceso microbioldgico sino tambidn la
ingenieria bioguimica.

En la figura 3 se resumen las principales rutas metabdlicas del proceso de
fermentacion. Durante el proceso de fermentacion podemos distinguir dos fases fisioldgicns
diferentes. La fase inicial de la fermentacién estd asociada con el crecimiento celular
exponencial, es la denominada fase acidogénica y se caracteriza por la produccion de dcido
acético, butirico, hidrogeno, dioxido de carbono asi como lactato en algunas ocasiones,
dando todo cllo lugar a una disminucion del pH del medio. Durante la segunda etapa de fa

fermentacion, denominada solventogénica, (a tasa de crecimiento disminuye y se produce un

11



INTRODUCCION

cambio de la produccion de dcidos hacia la produccion de solventes (etanol, acetona y
butanol). Este proceso va acompaitado de una disminucién del hidrogeno molecular y un
aumento en la produccion de dioxido de carbono. Por otro lado, los acidos producidos en ta
clapa anterior son reasimilados, incrementdndose el pH del medio de cultivo (Jones y
Woods, 1986). Se ha visto que Ia produccion de acetona durante la fase solventogénica estf
directamente ligada a la reutilizacion de acetato y butirato generados durante la fase inicial
de Tn fermentacion a través de Ia actividad de la acetil CoA transferasa, lo que implica que
no puede haber un consumo de Acido sin la produccién equimolecular de acetona
(Hartmanis y cols,, 1984). Esto indica, que en un cultivo discontinuo no se podria obtener
un buen rendimiento en la protuccion de butanol sin el consiguiente consumo de acidos que
llevan a la produccion de acetona. Sin embargo, experimentos recientes han demostrado que
la produccion de acetona no necesita estar directamente emparejada con la formacidn de
butanol, puesto que la adicion de acetato en condiciones de exceso de glucosa resulta en un
marcado incremento en la produccion de acetona, pero no en fa produccién de butanol
(Matta-El-Amouri y cols.,, 1985). La reutilizacion de acidos parece més bien significar un
mecanismo de destoxificacion de las células. La etapa final de la fermentacidon tiene lugar
cunndo la concentracion de solventes llega hasta niveles inhibitorios, cesando el
metabolismo celular.

Una de las mayores limitaciones de la fermentacion AB es la baja concentracion de
solventes al final del proceso de fermentacion, El proceso de fermentacion discontinuo se
detiene cuando la concentracion de solventes llega a 18-22 g/l (Jones y Woods, 1986). La
baja concentracion de solventes al final del proceso de fermentacidn implica que la
recuperacion de los mismos por destilacion es un proceso energéticamente desfavorable al
que hay que aitadir todo el coste de produccién. El efecto téxico del butanol se manifiesta
cuando se encuentra presente en ¢l medio en concentraciones de 12 y 16 g/l. El mecanismo
de Ia toxicidad del butanol no estd todavin muy bien estudindo pero parece ser que es
debido a una alteracion en la membrana celular (Ingram, 1986; Hutkins y Kashket, 1986).
Iista parece ser también ln causa de la toxicidad del etanol en bacterias mesofilas y
levaduras. La potencia de estos alcoholes como inhibidores parece ir ligada a su solubilidad
en lipidos. Tanto el etanol como el butanol son moléculas anfipaticas, una situacién que les
permite unirse a la regién hidrofdbica de la membrana, incrementando por otro lado, la

polaridad de la misma. Esto trae consigo un doble efecto: una disminucién de la eficiencia
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de la membrana como barrera de permeabilidad selectiva, provocando incluso roturas en la
misma, y una alteracion en - organizacion de los tosfolipides y proteinas de membrana.
Aunque ¢l modo de accion del butanol y del etanol presenten similitudes, sus mecanismos
especilicos parecen ser diferentes (Ingram, 1986). La introduccion del butanol en la
membrana parece incrementar la fluidez de la misma favoreciendo su rotura. Se ha visto que
la adicion de butanol provoca una disminucion de la actividad ATPasica ligada a la
membrana, provocando un colapso en el gradieate de pH debido a la alteracion de ta bomba
de protones (Morcira y cols,, 1981; Bowles y Eltefson, 1985; Goutwald y Gottschalk,
1985). La adicion de butanol provoca también una disminucion en el nivel del ATP
inteacelular pero no existe ninguna evidencia direeta de la inhibicion de la glicolisis por el
butanol (Ingram, 1986).
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Figura 3- Rutas bioquimicas de ta fermentacién acctobutilicn, Las flechas negras

coveesponden o la fase acidogénica y los blancas o la solventogénica. Tomado de Jones y Woods, 1988,
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La toxicidad del butanol se ha visto también ligada a la autolisis de las células
productoras de solventes mediante la induccién y liberacidon de autolisina. Un mutante
pleiotropico deficiente en la actividad autolitica, fue mas resistento a la degeneracidn celular
en presencia de butanol, produciendo ademés mayores concentraciones de solventes y
butanol que las estirpes parentales. (Van der Westhuizen y cols., 1982). De todo esto
resulta cvidente que una mayor tolerancia de las células al butanol supondria una mayor
produccion de solventes.

La manipulacion de las células productoras de solventes para evitar la degeneracion
celular, asi como la resistencia a autolisinas, bacteriocinas y bacteriéfagos, podria mejorar la
estabilidad do las estirpes utilizadas para la produccion de solventes en procesos de
fermentacion continuos o discontinuos.

1.2.3- Aspectos estructurales de la paved de C aceiobutylicum

Solamente algunos trabajos y relativamente antiguos, son disponibles sobre la
estructura del peptidoglicano del género Clostridium. Takumi y Kawata (1970) y Cumimins
y Johnson (1971) determinaron, para diforentes especies de dicho género, la presencia de m-
DMP, alanina y glutdmico como los aminoAcidos presentes en ¢! peptidoglicano, a una
concentracion coherente con la formacién de puentes directos entre las unidades
tetrapeptidicas. Este tipo de estructura fue Ja que establecieron Ogata y cols. (1975) para el
caso de (. acefobutylicum NE-4. En el caso de la cepa tipo ATCC 824, excepto la presencia
de m-DMP, no se tiene ninguna informacién adicional sobre la estructura de su
peptidoglicano.

No se ha descrito en la literatura ninguna purificacidén ni caracterizacion de los
dcidos teicoicos o lipoteicoicos, salvo la prosencia colina en los cidos (eicoicos de pared de
¢\ acetobutylicum NI-4 (Podvin y cols., 1988). La identificacién de una enzima litica de
pared en C. acetobutylicum NCIB 8052 capaz de degradar paredes de neumococo
conteniendo colina, sugierc la presencia do este aminoalcohol en las envueltas celulares de
dicho microorganismo (Garcia y cols., 1988).

1.3~ Otros microorganismos

Aunque sdlo se ha descrito la presencia de proteinas con dominios de unién a colina
en 5. pnenmoniae, 8. oralis 'y en algunas estirpes de C. acefobutylicum, la colina es un
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componente estructural de In pared de otros estreptococos (Kilpper-Biilz y cols., 1985)
(Tabla 2).

Tabla 2- Estirpes de estreptococos que contienen colina en la pared celular

Microorganismo Estirpe

8 consiellatus DSM 20575"
S. oralis NCTC 11427"
S, viridans | Kiel 50493

N viridans 11 Kict 60973

S viridens 1V Kiel 42841
Streplocoveny sp. group O Kiel C119/48

Streplococens sp.

S, mitior"- 8. sanguis S229%, S4108, 4268
S438F, S4408, S4448
S4478, S526%, 56628

N NCTC 12261

Ronda y cols. (1988) estudiaron la expresion del gen lyAd que codifica para la
amidase de neumococo dependiente de colina en . oralis aprovechando la presencia de
colina en Ia pared de este microorganismo. La expresion de dicho gen en S. oralis provoco
su lisis aunque sélo tras la induccién con detergentes. Extractos de S oralis fueron
utilizados para medir actividad litica sobre paredes de neumococo, detectindose una
pecuelia actividad sobre las mismas que se caracterizé posteriormente como una
fostorilcolin esterasa (Ronda y cols., 1991). Es posible que esta proteina posea un dominio
de union a colina que permita el reconocimiento de las paredes de neumococo al igual que

la amidasa LytA es capaz de reconocer las de 8. oralis.
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2- EL. DOMINIO DE UNION A COLINA: PROTEfNAS CON CAPACIDAD DE
UNION A COLINA

2.1~ Autolisinas de neumococo

Las autolisinas son enzimas que hidrolizan uniones especificas de los
peptidoglicanos, solubilizando las parcdes bacterianas con la consiguiente lisis de la
bacteria, de ahi que antiguamente se denominasen “suicidasas”. La presencia de enzimas
autoliticas en bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas es un fendémeno casi
general, aunque sélo en algunos casos se conoce su mecanismo de accion. También se ha
descrito su presencia en hongos y levaduras. Alendiendo a la especificidad del enlace
hidrolizado existen cuatro tipos de enzimas liticas (Fig. 1) (Rogers. 1974):

i) Glicosidasas, que hidrolizan la cadena glicdnica del peptidoglicano. Entre ellas se
encuentran las endo N-acetilglucosaminidasas, que liberan fragmentos con residuos de
NAM en el extremo reductor, y las endo-M-acetilmuramidasas, que liberan fragmentos con
residuos de NAG en el extremio reductor.

ii) M-acetil muramil-L-alanil amidasas, que hidrolizan el enlace amida entre la I~
alanina y el NAM.,

iii) Endopeptidasas, que rompen la cadena peptidica del peptidoglicano, y de las
cuales se han descrito varios ejemplos sogin el enlace roto dentro del péptido.

iv) Transglicosilasas, las cuales liberan grupos no reductores de NAM.

Las autolisinas mds ampliamente distribuidas son las amidasas y las
glucosaminidasas, que en la mayoria de los casos se presentan simultaneamente en el mismo
organismo, como ocurre en el caso de 5. pneumoniae. Las enzimas liticas de este
microorganismo requieren para su actividad do la presencia de colina en los Acidos teicoicos
de pared como se podra deducir de lo expuesto a continuacion.
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2.1.1- La amidasa LytA

Es la enzima litica mayoritaria presente en neumococo. Fue parcialmente
caracterizada por Howard y Gooder (1974) como una N-acetil-muramil-L-alanil-amidasa.
Un ailo después fue purificada a homogenecidad electroforética (Héltje y Tomasz, 1976).
Presenta un peso molecular de 36.000, que coincide con el deducido de la secuencia de
aminodcidos (Garcla y cols., 1986b). El gen se ha clonado y expresado en E. coli como la
forma inactiva o forma E (Tomasz y Westphal, 1971), siendo ésta por tanto el transcrito
primario del gen (Garcia y cols,, 1985). La forma E inactiva puede transformarse en la
forma C activa tras la incubacion a baja temperatura con paredes que contienen colina o
simplemente con colina. La actividad de la amidasa es totalmente dependiente de la
presencia de los residuos de colina en los dcidos teicoicos de pared. Tanto la eliminacién de
los dcidos teicoicos de pared como la utilizacién de paredes celulares en las cuales los
residuos de colina se han sustituido biosintéticamente por etanolamina, no son hidrolizados
por la enzima (Holtje y "Tomasz, 1975b; Mosser y Tomasz, 1970). La conversién de las
paredes celulares EA a paredes con colina, mediante metilacion quimica in virro, hace a
éstas sensibles a la accion de la autolising. Puesto que la (nica diferencia entre las paredes
EA y Ias paredes con colina es el aminoalcohol, la actividad hidrolitica de la autolisina
requiere la interaccion con los residuos de colina de los Acidos teicoicos (Holtje y Tomasz,
1975b). Es muy probable que ta autolisina se una a su sustrato a través de la colina en un
paso previo a la hidrolisis del enlace amida (Giudicelli y Tomasz, 1984). El principal papel
de los residuos de colina es actuar de ligando de adsorcion facilitando el ataque de la enzima
soluble a su sustrato insoluble (Giudicelli y Tomasz, 1984). La dependencia de LytA por la
colina, asi como la inhibicion por la misma, desaparece en presencia de un peptidoglicano
soluble, de lo que se deduce que el requerimiento por la colina va unido a la naturaleza
insoluble del sustrato (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987). Ademds, el mecanismo de
degradacion de la pared celular no es el mismo in vivo que in vitro (Garcia Bustos y
Tomasz, 1989). La diferencia no estriba en la preferencia por un tipo u otro de unidad
peptidica sino en ¢l grado de degradacién, En [a hidrélisis in vive, mas del 94% de las
unidades peptidicas se encuentran unidas al complejo aziicar-acido teicoico, lo que implica
que la hidrolisis debe tener lugar mediante la ruptura de enlaces amida estratégicamente
situados entre las distintas capas que constituyen el peptidoglicano, pemaneciendo intactas

las uniones interpeptidicas de cada lamina.
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La funcion de la amidasa, ha podido ser estudiada gracias a la obtencion de mutantes
Lyt’. El primer mutante autolisina negativo (cepa cwl-1) fue aislado por Lacks (1970). La
mutacion presente en la estirpe cwl-1 representd el primer caso de mutacion del gen
estructural de una autolisina bacteriana. La alteracién presente en el gen /ytA+ corresponde
a la transicion de CG a TA, provocando un cambio de una glicina per un resto de 4cido
glutdmico y alterando el perfil hidropético de I proteina (Garcin y cols, 1986a). Se
caracterizo otra mutacion en el gen [yt que se denomino =32 (cepa M32) y que consiste
en una ntacion sencilla por delecidn de un par GC, apareciendo dos codones de
terminacion. Este fue el primer mutante descrito defectivo en la actividad amidasa (Lopez y
cols., 1986). Finalmente s¢ aisld y caracterizé el primer mutante delecionado en el gen fyid
y que se denominé M31 (Sanchez-Puelles y cols., 1986a,b). El aislamiento do esta cepa
permitio el estudio del papel biologico que desempeia la principal autolisina de neumococo,
Lste mutante crece a 37°C formando pequedas cadenas, no se autolisa al final de la fase
estacionaria de crecimiento, ni en presencia de detergentes y exhibe una respuesta tolerante
frente los antibidticos f-lactamicos. Todas estas caracteristicas revierten cuando se clona y
expresa dicho gen en el mutante (Ronda y cols., 1987). De la existencia de este mutante se
dedujo que la amidasa LytA no era un enzima indispensable para adquirir el estado de
competencia ni para la multiplicacion celular. Se ha sugerido también que esta enzima

pacticipa como uno de tos factores desencadenantes de I virulencia (Berry y cols., 1989),

2.1.1.1- Proceso de conversidn

Se sugirio que el proceso de activacidn de la autolisina LytA (conversién) implicaba
algunos cambios estructurales o conformacionales de la forma E, esenciales para el proceso
catalitico (Holtje y Tomasz, 1976). Las células EA de neumococo contienen una forma
inactiva de la amidasa o forma E (Tomasz y Westhpal. 1971). La forma E de la amidasa
puede ser convertida in vitro a In forma activa 6 forma C tras la incubacion con paredes
celulares que contienen colina (Tomasz y Westphal, 1971) o en presencia de 2% de colina
(Briese y Hakenbech, 1985). Dependiendo del tipo de conversion, parte de los écidos
teicoicos conteniendo colina o moléculas de colina libre, se unen de manera no covalente a
ta forma C activa dando lugar a una forma de alto A4; (500.000) & de bajo M, (36.000) segiin
el caso. Hay que scfialar que la forma activa de alto M, no es debida a la formacion de

agregados de la enzima sino el resultado de la unién de la enzima a los acidos teicoicos de Ia
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pared celular. Por otro lado, una prolongada didlisis de la forma C de bajo M, resulta en Ia
reconversion a la forma inactiva E indicando que la actividad de la forma C es dependiente
de las moléculas de colina unidas a la enzima (Holtje y Tomasz, 1975b; Briese y
Hakenbeck., 1985). Los trabajos realizados por Sanchez-Puelles y cols. (1987),
demostraron que la region C<terminal de la protefna estd implicada en el proceso de
activacion de la enzima y aunque [a region C-terminal no es esencial para Ia actividad
catalitica si se requiere un C-terminal intacto para conseguir una funcionalidad completa,
Lstos mismos autores han visto que los 11 Gltimos aminodcidos de LytA son esenciales para
cl proceso de conversion pues la delecion de los mismos mediante manipulacién genética,
da lugar a una forma de la amidasa que no requiere del proceso de conversibn. Estos
ultimos 11 aminodcidos corresponden a una cola hidrofébica que podria interaccionar con
otras regiones hidrofdbicas de la moléeula o quizds con la membrana celular, plegando la
enzima de tal manera que el centro activo permanezea escondido. En la conversion, la union
de la forma L de la amidasa a la colina, modificaria el plegamiento anterior presentando el
centro activo al sustrato.

Un gran nimero de compuestos con una estructura quimica similar a la de la colina
son capaces de convertir Ja forma E de la amidasa a la forma C. De 1a utilizacion de dichos
compuestos se ha deducido que las alquilaminas terciarias son las estructuras minimas que
se requicren para la activacion catalitica in vitre de la forma E de la amidasa. Por otro lado,
la presencia de sustituyente polares en estos andlogos bloquea el proceso de activacion,
pudiéndose especular sobre la importancia de la interaccién hidrofobica entre los derivados
do colina y los dominios hidrofdbicos de la forma E de la amidasa para la activacién
catalitica de In enzima (Sanz y cols., 1988). Algunos de estos compuestos se han utilizado
con ¢xito para la rapida purificaciéon de la amidasa asl como de otras enzimas liticas

dependientes de colina (Garcia y cols. 1987; Sanz y cols. 1988)

2.1.1.2- Inhibidores de In actividad catalitica

Se han descrito al menos dos inhibidores de la actividad litica de la amidasa: el acido
lipoteicoico y In colina. La inhibicion por el LTA es de tipo no competitivo siendo el
proceso reversible tras la adicidn de desoxicolato sédico (DOC) (Holtje y Tomasz, 1975a).
La interaccion entre el LTA y la amidasa se utilizé para la purificacion de la enzima

mediante cromatografia de afinidad en columnas de LTA-Sefarosa (Briese y Hakenbeck,
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1985). La proteina se elula con colina lo que implicaba que la unién enzima-LTA se llevaba
a cabo a través de los residuos de colina. Por otro lado, la enzima purificada resultd ser la
forma C activa en contra de lo que se esperaba dado el cardcter inhibidor del LTA. Se sabe
que la presencia de lipidos en el LTA conduce a la formacion de micelas en solucion acuosa
las cuales impedirian ¢l acceso de Ia enzima a su sustrato actuando, por tanto, como
inhibidores de la actividad litica. La adicidn de lipasa o de DOC impedirian la formacién de
agregados micelares lo que explicaria la desinhibicion de la enzima litica por LTA tras la
adicion de ambos compuestos. Interacciones similares parecen tener lugar en las fracciones
de membrana procedentes de células multiplicadas en presencia de colina, lo que sugiere
que la amidasa permancce unida a los restos de colina del LTA. El LTA podria actuar in
vivo como una barrera topolagica, uniendo la enzima a través de sus residuos de colina ¢
impidiendo el acceso a su sustrato como consecuencia de la formacion de agregados
micelares (Briese y Hakenbeck, 1985).

Al igual que con el LTA, la adicion de aitas concentraciones de colina (2%) o
fosforileolina a un cultivo de neumococo provoca la aparicién de células con un fenotipo
Lyt (Briese y Hakenbeck, 1985). La inhibicion por colina es un efecto de tipo no
competitivo, o que sugicre que la adsorcion de la enzima a la pared celular tienc lugar a
través de un sitio diferente al centro catalitico (Giudicelli y Tomasz, 1984). Esto ultimo ha

sido corroborado postetiormente, como veremos mas adelante.

2.1.1.3- Regulacion celulnr

Las autolisinas bacterianas son enzimas que deben ser translocadas a través de la
membrana citopldsmica, para llegar a su lugar de accidn, Ia pared celular. Por otro lado,
estas enzimas, debido a su accidn bacteriolitica, deben estar estrictamente reguladas. En el
caso de . prewmoniae esta regulacion se lleva a cabo a nivel postraduccional.

Briese y Hakenbeck (1985) determinaron que en el citoplasma celular de 5.
preumoniae la forma E de la amidasa LytA constituye un 40% de ta amidasa celular,
mientras que el resto del enzima se encontraba asociado a la membrana plasmatica como la
forma C. La enzima asociada podia liberarse con colina, lo que sugeria una interaccion
especifica con los resicuos de colina que forman parte del LTA de la membrana. En células
LA, la amidasa se localiza exclusivamente en la fraccién soluble, aunque la cantidad

detectada era similar a la presente en células que se multiplicaban en presencia de colina, La
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forma E es ¢l precursor de la forma C o proenzima (Garcia y cols., 1985), mientras que la
conversion a la forma C tendria lugar después del transporte a través de la membrana
plasmiitica tras la interaccion con los residuos de colina del LTA. Puesto que la actividad
catalitica de la autolisina tiene un absoluto requerimiento por colina, la eliminacién de la
misma bajo la accién de la fosfocolinesterasa (Holtje y Tomasz, 1974) crearia zonas
resistentes a la accion de la autolisina a la vez que afectaria al poder inhibidor del LTA.

La amidasa, en células de neumococo cultivadas en presencia de coling, se ha
localizado mediante microscopia electronica en el septo de separacion de fas células hijas, to
que sugiere la intervencion de la autolisina en el proceso de division eelutar (Diaz y cols.
1989). Mediante andlisis inmunoquimicos y estudios de fraccionamiento celular se observo
que la amidasa producida en £ coli se localizaba ¢n la periferia celular, bien soluble (15%)
0 bien asociada por interacciones débiles (65%) a In cara periplasmica de la membrana
interna. Eistos resultados permiten especular con la posibilidad de que la amidasa LytA en S.
prieunionicre pudiera asociarse a la cara interna de la membrana celular, probablemente a
través de la interaccion entre la carga negativa de los fosflolipidos de membrana y alguno(s)
de los 42 aminodcidos cargados positivamente de fa enzima (Garcia y cols., 1986b).
Posteriormente, la proteina serfa translocada a la cara externa de Ja membrana a través de
un mecanistmo que no implica ¢l procesamiento de un péptido sefial y que podria ser comun
para la secrecion de otras autolisinas. La amidasa LytA, una vez localizada en la cara
externa de la membrana celular interaccionaria con el LTA que contiene coling, lo que
provocaria tanto la conversion de la enzima como la inhibicion de su actividad por
atrapamiento micelar (Briese y Hakenbeck, 1985). La amidasa se mantendria asi regulada
(inhibida) durante la mayor parte del crecimiento celular, y sélo localmente (en la region del
septo de la célula) y en determinados momentos de dicho ciclo (durante la separacion de las
célula hijas) la enzima quedaria libre de regulacién y ejerceria su actividad. La actividad
amidasica se veria también libre del efecto inhibidor de LTA mediante alteraciones que
ocurren en la célula al final de la [ase estacionaria de crecimiento (ausencia de nutrientes) 6

mediante la adicion al medio de antibidticos (Tomasz, 1979; Horne y cols., 1977).
2.1.2- Caracteristicas de la glucosaminidasa

Bl aislamiento del mutante M31, completamente delecionado en el gen /A,

permitid la deteccion de una nueva actividad litica que fue caracterizada como una
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glicosidasa (Sanchez-Puelles y cols. 1986a). La supresion de la fuerte actividad amidasica
presenie en todas las cepas de neumococo, hacia de la cepa M31 una cepa ideal para la
purificacion de la nueva actividad litica, paso csencial para la asignacion de un papel
bioldgico a esta nueva enzima. Dicha enzima litica fue purificada a homogeneidad
electroforética asignandole un A, de 64,000 (Garcia y cols, 1989). La colina de los acidos
teicoicos de pared condiciona la actividad de la enzima al igual que se habia descrito para la
amidasa LytA (Giudicelli y Tomasz, 1984). Esta enzima es capaz de degradar las paredes
que contienen colina pero no paredes con etanolamina y su actividad se inhibe en presencia
de colina y de LTA, aunque no es reconocida por el antisuero contra la LytA. Su
temperatura Optima de actuacion es 30°C aunque no se excluye la existencia de actividad a
37°C, temperatura optima de crecimiento de neumococo. De hecho, ta curacién fenotipica
de la cepa M31 con dicha enzima a 37° conduce a la lisis del cultivo al final de la fase
estacionaria de crecimiento, revertiendo al fenotipo de la cepa salvaje. Estos resultados
demuestran que la glicosidasa s¢ comporta como una autolisina que se mantienc bajo
regulacién, Se ha sugerido que las autolisinas presentes en cantidades minoritarias
intervienen en el remodelado de la pared celular durante el crecimiento, asi como en la
consecucion del estado de competencia para la transformacidn gelirética (Kawamura y
Shockman, 1983).

La clonacion del gen que codifica para la glucosaminidasa asi como la obtencién de
mutantes de la misma, permitirla clucidar el posible papel biologico desempefiado por esta

enzima,

2.2~ Carncteristicas de la PspA (Proteina A de supeficie de neumococo)

La proteina PspA se ha identificado como la tUnica proteina de superficie de
neumococo que posee propiedades inmunogénicas y de virulencia. Se encuentra presente en
todas las cepas de neumococo analizadas presentando variaciones de tipo seroldgico y en
refacion a su peso molecular (Crain y cols,, 1990; Waltiman y cols,, 1990). Esta proteina
presenta un M, deducido de la secuencia de nucledtidos de 65.380, el cual no coincide con
¢l estimado por SDS-PAGE de 84,000 Da. La estructura deducida a partir de la secuencia
de aminodfcidos revela la existencia de tres dominios estructurales diferentes que confieren

distintas propiedades a la proteina: un dominio cargado correspondiente a la parte N-
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terminal de la proteina con una estructura secundaria predominantemente en a-hélice, un
dominio rico en prolina y un dominio C-terminal constituido por diez repeticiones de 20
aminodcidos que termina en una cola hidrofobica de 13 aminoacidos. Este tltimo dominio
presenta una alta homologia con el dominio C-terminal de unidn a colina de las enzimas
liticas de S. pneumoniae y sus bacteridfagos, estando estructurado de la misma manera,
mientras que el dominio N-terminal presenta homologia con las proteinas M del grupo A de
& pyogenes, proteinas de superficie que carecen de una region C-terminal con repeticiones
en fandem. De ello se deduce que la PspA seria el resultado de la unidn de dos dominios
proteicos diferentes, procedente cada uno de ellos de una familia de proteinas distinta y que
durante ¢l curso de la evolucion s¢ habrian fusionado para constituir una nueva proteina
funcional con un mecanismo de unién a la superficie bacteriana diferente al de otras
proteinas de superficie, al carecer del tipico dominio de anclaje que presentan estas Ultimas
(Yother y Briles, 1992a). La expresion de protelnas PspA truncadas tanto en el dominio N-
terminal como C-terminal ha permitido asighar propiedades a los diferentes dominios de la
molécula. El andlisis de las protelnas truncadas en la region repetida C-terminal demostrd
que la variabilidad antigénica va asociada al dominio N-terminal en ct-hélice de la molécula,
siendo ésta probablemente la parte expuesta en la superficie. Algunas de éstas proteinas
fueron secretadas al medio de cultivo en vez de permanccer asociadas a la célula,
requiriéndose la delecion de al menos cinco de las repeticiones para evitar el anclaje de la
PspA a la envoltura celular y ser secretada al exterior (Yother y Briles, 1992b), Respecto a
la variabilidad en las masas moleculares de la proteina PspA en diferentes cepas, es
atribuible tanto a la mitad C-terminal como N-terminal (Yother y cols., 1992b),

Se ha demostrado que PspA actia como una proteina integeal de membrana debido
a la interaceion de su C-terminal con los residuos de colina del LTA de la membrana,
quedando el dominio de prolina dentro de la pared celular y ¢l N-terminal expuesto en el
exterior. Dicha interaccion no requiere del extremo C-terminal hidrofdbico, pero si es
dependiente del ndmero de repeticiones presente en la region C-terminal. Este tipo de
interaccidn parece representar un nuevo mecanismo de anclaje de una proteina de superficie
de un microorganismo Gram-positivo. St mecanismo de unién es dependiente de colina al
igual que ocurre con las enzimas liticas de S, prenmoniae y sus bacteriéfagos y se ha visto
que puede liberarse al exterior a partir de células, protoplastos & membranas tras la adicién

de altas concentraciones de colina y no es capaz de anclarse en las envolturas de células
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crecidas en un medio EA. La proteina no parece estar asociada con los dcidos teicoicos de
pared, quizas porque los residuos de colina de los Acidos teicoicos no estan tan accesibles a
ta molécula o bien porque la proteina PspA interacciona con el LTA u otras moléculas de la
membrana. Puesto que la PspA posee un péplido sefial, deberia ser constitutivamente
secretada al exterior, pero la interaccién del dominio C-terminal con la colina de! LTA hace
que sea retenida en la superficie celular (Yother y White, 1994).

Este mecanismo inusual de union a la superficie celular que exhibe In PspA puede
ser el resultado de la evolucidn modular tal como ocurre con las enzimas liticas de S

phenmonicae y sus bacteridlagos.

2,3- Enzimas liticas de fagos que infectan S, prewmoniae

La primera enzima litica figica capaz de hidrolizar la pared celular de neumococo
que fue aislada y purificada a homogeneidad clectroforética fue la codificada por ¢l fago
Dp-1 y recibié el nombre de PAL (Phage-Associated Lysin) (Garefa y cols., 1983a). Esta
enzima tiene un peso molecular de 31,000 y se ha caracterizado como una M-acetilmuramil-
L-alanil amidasa (Garcia y cols., 1984), Para llevar a cabo su actividad catalitica requiere ln
presencia de residuos de colina en la pared y se inhibe en presencia de LTA. Sin embargo, a
diferencia de LytA, su actividad se estimula por agentes reductores como el DTT o ol f-
mercaptoctanol (Garcia y cols. 1983a,b,¢), s¢ inhibe parcialmente por la cardiolipina y no da
reaccion inmunolégica cruzada con la forma E de Ia amidasa LytA, aunque si con la forma
C (Garcla y cols., 1984). Por ullimo, se ha demastrado que esta enzima interviene en la
liberacion de la descendencia fagica en mutantes de neumococo que carecen de amidasa
LytA por lo que ambas enzimas estarlan implicadas en dicho proceso (Garcia y cols., 1984).

La segunda enzima litica caracterizada fue la muramidasa del fago Cp-1. Fue
purificada a homogeneidad clectroforética presentando un M, de 39.000. Esta enzima no
necesita conversion para alcanzar su méxima actividad, pero requiere tn presencia de colina
en los dcidos teicoicos de la pared. La colina libre y el LTA inhiben de manera no
competitiva la actividad de la enzima (Garcia y cols., 1987). Las similitudes bioquimicas y
funcionales entre la amidasa LytA del huésped y la lisozima codificada por el fago Cp-t,
sirvieron de punto de referencia para proponer que los genes que codifican para estas

enzimas presentarian homologia a nivel de nucledtidos. Estd hipotesis fue analizada
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experimentalmente a través de ensayos de hibridacion (Garcia y cols, 1988a) vy
posteriormente fue confirmada sirviéndose de estudios comparativos de las secuencias de
aminodcidos de la amidasa de neumococo y Ia lisozima figica. Se observd que los dominios
C-terminales de estas enzimas eran practicamente idénticos lo que lleva a sugerir que estas
regiones eran responsables del reconocimiento de la pared celular. Para establecer las
caracteristicas moleculares de los genes liticos presentes en otros fagos que infectan
neumococo, mediante téenicas de hibridacion se llevd a cabo la clonacién y secuenciacion
de los genes liticos epf9 del fago Cp-9 y epl7 del fago Cp-7, utilizando como sondas la
secuencia  nucleotidica del C-terminal de la LytA y la sccuencia N-terminal de la
muramidasa Cpl-1 respectivamente (Garcia y cols., 1990). De la comparacion a nivel de
nucledtidos de los genes ¢pif, ¢pf7 y epl9 se pudo observar una mayor similitud entre los
genes epll y epl9 que con el gen epl7. Asi pues, de los 600 primeros nucledtidos del gen
epl9, 52 eran diferentes (8,7%), existiendo tan sélo 20 cambios diferentes en los 417
nucleotidos restantes (4,8%). En el caso det gen ¢p/7, solo el 17,3% de los 600 primeros
nucledtidos es diferentes a los de Cp//, mientras que con el resto del gen la divergencia es
completa. Los genes ep/9 y cpl7, codifican para lisozimas de 342 y 339 aminodcidos con
masas moleculares de 38.461 y 39.107 Da resprectivamente. Tan s6lo 10 aminodcidos eran
diferentes entre entre Cpll y Cpl9, 9 de los cuales se localizaba en la regién N-terminal y 1
solo en la C-terminal. Los aminodcidos Asp-9 y Glu-36, que parecen estar implicados en los
procesos cataliticos (Sanz y cols, 1992), se conservan tanto en Cpll como en Cpl7 y Cpl9.
Mientras que en el caso del fago Cp-9, se trata de una lisozima dependiente de la presencia
de colina parn su actividad y posee dominios C-terminales homélogos a los de la LytA y
Cpl-1, en el caso del (ago Cp-7 se encontrd un gen que codificaba para una lisozima capaz
de degradar, in vivo ¢ in viro, paredes de neumococo donde la colina habia sido
reemplazada por etanolaming y cuyo dominio C-terminal era completamente diferente a los
encontrados en las enzimas liticas anteriores. Estos resultados confirmaban la hipotesis de
que los dominios C-terminales estaban implicados en el reconocimiento especifico del
sustrato.

También se ha clonado y secuenciado €l gen litico del fago atemperado HB-3
(Romero y cols., 1990a,b) utilizando el gen /yr4 como sonda. Es una enzima dependiente de

colina y al igual que la LytA, requiere del proceso de conversion. Es uno de los casos de
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mayor similitud a nivel de nucledtidos entre los genes de un fago y una bacteria (87%), la
cual desaparece en las regiones no codificantes de dichos genes.

El estudio de estos genes ha proporcionado un sistema adecuado para investigar los
requerimientos necesarios para la recombinacion entre bacterias y DNAs de fagos. La
combinacion de las técnicas de transformacion genética y de Sownthern-blot, han permitido
demostrar que la integracion del gen hb/ en el cromosoma del huésped, depende del grado
de similitud entre los DNAs del donador y del receptor.

Mis recientemente se ha clonado y secuenciado el gen litico del fago EJ-1 (Diaz y
cols., 1992), otro fago atemperado aislado de una cepa clinica y atipica de neumococo que
codifica también para una amidasa (/1) que depende de la presencia de colina en el sustrato
que degrada y requiere del proceso de conversion. Posee un dominio C-terminal homélogo
a los de |n amidasa LytA, presentando un M, de 36.535. Es interesante destncar que Ejl
tiene una delecion de 2 aminodcidos en el Gltimo mddulo de colina de la region C-terminal
cquivalente al de las lisozimas Cplt y Cpl9. Presenta una similitud del 80% con LytA en la

region estructural, existiendo una divergencia completa en las zonas flanqueantes.

2.3.1- Estructuracién en dominios de las enzimas liticas de S prenmonine y sus
bacteriéfngos

Conviene destacar que todos los dominios C-terminales estdan constituidos por seis
motivos de secuencias repetidas, de unos 20 aminoAcidos de longitud cada uno, a excepecién
del fago Cp-7, que posee 2,8 repeticiones exactamente iguales, de 48 aminofcidos cada una
y diferentes a las anteriores (Fig. 4). Este hallazgo llevé a sugerir que Ia colina de la pared
habria servido a lo largo del proceso evolutivo como un fuerte elemento de presidn selectiva
contribuyendo a Ia conservacion de las regiones C-terminales de todas estas enzimas liticas,
excepto Cpl7 (Garcia y cols., 1988a).

Por otra parte, el andlisis global de las enzimas liticas de neumococo y sus
bacteriéfagos permitié observar que las enzimas que poseian la misma actividad litica
contenian dominios N-terminales semejantes. Asi, el dominio N-terminal de la amidasa LytA
de neumococo era homélogo al de las amidasas Ho! y Ejl y. el dominio N-termina! de la
lisozima Cpl1 presentaba homologia con los dominios N-terminales de Cpl7 y Cpl9 (Fig. 4)
(Garcia y cols. 1990),
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Teniendo en cuenta los datos anteriores se sugirid ta existencia de una organizacion
modular de las enzimas liticas det sistema de neumococo (Fig. 4) donde el dominio C-
terminal estaria implicado en funciones de reconocimiento y unién al sustrato mientras que

el centro activo se localizaria en el dominto N-terminal,

2.4~ Enzimas liticas de pared de C acetobutylicum

Puesto que la biomasa y la produccién de solventes se ven afectados por las
autolisinas como ya se destacod en el apartado 1.2.2, el estudio del sistema autolitico de ¢,
acetfobuiylictm permitiria tener un mayor conocimiento de su papel fisiologico asi como de
fas implicaciones economicas asociadas con el proceso de fermentacion (Soucaille y Goma,
1986).

La enzima litica mejor caracterizada es la lisozima de C. acetobutylicum ATCC 824,
ln cual ha sido purificada, y el gen fye que la codifica, clonado y expresado en £ coli.
(Croux y cols.,, 1991, 1992a). La secuencia nucleotidica del gen {yc codifica para una
proteina de 324 residuos con un A de 34.939. El andlisis comparativo de la secuencia de
aminodcidos, entre [a muramidasa Lyc y otras enzimas liticas de pared, revelé la existencia
de una importante similitud de su region N-terminal con las lisozimas de Stepromyces
globisporus, el hongo Chalaropsis y la familia Cp de los bacteriofagos de S. prewmoniae.
Los aminodcidos responsables de Ia actividad catalitica se localizan en dicho dominio y en
posiciones equivalentes en todas estas proteinas. El analisis detallado de la secuencia de
aminodcidos de la region C-terminal muestea la fusion de cinco posibles motivos repetidos,
mientras que ¢l analisis comparativo con las proteinas del banco de datos revela similitud
con el dominio N-terminal de la muramoil-pentapéptido-carboxipeptidasa de Strepfomyces
albus, atribuyéndole a esta region un papel en el reconocimiento y union al sustrato (Croux
y Garcia, 1991). Todos cstos resultados se relacionaban bien con la ya conocida
organizacion modular de las enzimas liticas de S. prenmoniae y sus bacteridfagos (apartado
2.3.1), en donde la region N-terminal es ta responsable de la actividad enziméatica, mientras
que el dominio C-terminal, estructurado cn motivos repetidos, era la responsable del
reconocimiento y union al sustrato.

Webster y cols. (1981) describicron en (. acetobutylicnm P262, una actividad litica

de pared asociada a un glicoproteina de 28 kDa. Otra lisozima de 44 kDa se habia
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purificado  de . acetobwivlicnn NI-4,  denominada  anteriormente (.
sacharoperbuiyiacetonicum ATCC 27021 (Yoshino y cols., 1982). Una M-acetil- muramoil-
L-alanina amidasa de 100 kDa de peso molecular se aisld de un cultive lisado de €
acetobutylicum NI1-504 (C. sacharoperbutylacetonicum ATCC 27022) infectado con el
bacteriofago HM-7 (Hongo y cals., 1974; Ogata y cols., 1974). Posteriormente Podvin y
cols. (1988) descubrieron en (7. acetobutylicum NI-4, la existencia de una actividad litica
dependiente de colina asi como la presencia de dicho aminoalcohol formando parte de los
dcidos teicoicos de pared. La presencia de colina como componente de la pared bacteriana
ya se habia descrito en S pnewmoniae, como hemos visto en el apartado 1.1.2.1,
demostrindose la participacion de la misma en la regulacion dc las enzimas liticas del
huésped y sus bacteribfagos, y actuando como elemento de presion selectiva contribuyendo
asi & la conservacion de las regiones C-terminales de todas estas enzimas. Puesto que
algunas especies de Streprococens estén filogenéticamente relacionadas con el género
Clostridium (Ludwig y cols., 1985), en un intento de encontrar relaciones evolutivas entre
las enzimas liticas de ambos microorganismos, Garcia y cols, (1988b) fueron capaces de
obtener de los sobrenadadantes de lns cepas C. acetobuiylicum CECT806 (C.
acefobuiylicun NCIB8052) y (. acetobuiylicun NI-504, una actividad litica dependiente de
colina. Dicha observacion permitié purificar dicha actividad litica en columnas de DEAE-
celulosa. Las fracciones activas se analizaron a homogeneidad electroforética observéndose
la presencia de una banda con un M, de 115.000 y cuya actividad correspondia a la de una
N-acetil-muramil-L-alanil-amicdasa. Aunque Ias estirpes NCIB 8052 y Ni-504 se consideran
especies distintas por mostrar diferentes caracteristicas (Yoshino y cols., 1982), no se
encuentran diferencins en sus actividades liticas aunque si se presenta mayor cantidad de

enzima litica en la cepa de C. sacharoperbutylacetonicum.
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Figura 4- Representacion esquemitica de las enzimas liticas de neumococo y sus
bacteriéfagos, de €. acetobutylicum ATCC 824 y del hongo Chalara, asi como de

algunas quimerns construidas a partir de cllas, Las zonas de igual sombreado indican un atlo

grado de similitud. Los genes fea y elf son canstrucciones quimdricas desarrallidas & partir del gen s de
neumococo y el gen epft del fago Cp-1. Los genes fe7 y of7 son quimeras construtdas entre los los genes
Ivtd de neumococo y ¢pd? del fago Cp-7. Los genes cle y def son quimeras construidas cotre genes e de €
acetobtuplicnm ATCC 824 y epd! del fago Cp-1. PLa P6 represenian las secuencias repetidas (molivos) de
los dominios carboxilos de las enzimas LytA, LYLA101 o Ejt. P1* a P6', representan las sceuencias repelidas

(motivos) de los dominios carboxilos de tas enzimas Cpll o Cpld. Mi a M3y Cl a CS represenlan las

secuencias repelidas {(motivos) de los dominios carboxilo de Ins enzimas Cpl7 y Lye, respeclivamente.
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3- TEORIA MODULAR DE LA EVOLUCION DE LAS PROTEINAS

Las teorias actuales sobre la evolucién de las proteinas y los genes aceptan el
concepto de "modularizacion”, asumiendo que los nuevos genes y proteinas proceden no
solo de una sustitucion puntual de un nucledtido o aminodcido sino del ensamblaje de
secuencias de DNA preexistentes (Blake, 1978). Por lo tanto, las proteinas estarian
estructuradas en unidades funcionales o médulos con una funcionalidad independiente del
conjunto de la proteina de la cual forman parte. Este mecanismo evolutivo se basa en la
captacion o intercambio de las secuencias génicas correspondientes a dichos madulos, de
manera que un Gnico suceso de recombinacion entre dos de estos madulos podria originar
un nuevo gen y por tanto una nueva proteina hibrida funcional (Gilbert, 1978). Todo esto
permititfa una mejor adaptacion de los organismos a las condiciones ambientales
cambiantes. Esta teoria se puede aplicar también a los organismos eucariéticos debido a la
especial distribucion de sus genomas, permitiendo el reordenamiento de las secuencins de
DNA y favoreciendo la aparicion de proteinas hibridas construidas en base al intercambio de
estos modulos.

Atendiendo al tamafio de la unidad fundamental o médulo, existen diferentes
concepciones de esta teoria. Botstein (1980) propuso que los genomas fdgicos se han
generado a partir de mddulos constituidos por agrupaciones de genes con una actividad
especilica. Mientras algunos autores mantienen la idea de que las protelnas proceden del
intercambio de dominios, otros sugieren que los péptidos, codificados por cortas secuencias
de DNA y con una conformacién definida, constituyen los mddulos en los que se
encuentran estructuradas las proteinas.

Aunque se han realizado pocas aproximaciones experimentales para verificar esta
teoria, si se ha encontrado en 8. preumoniae un excelente modelo experimental para apoyar
lahipotesis generalizada de que la mayor parte de las proteinas poseen una organizacion
modular. Esto se basa en tres pruebas evidentes: i) el andlisis comparativo de las enzimas
liticas de S. puenmoniae y sus bacteridfagos; it) I expresion de proteinas truncadas tanto en
el dominio C-terminal como en el N-terminal con funciones definidas; iii} la construccion de
enzimas quiméricas funcionales fago-bacteria y entre bacterias de diferentes géneros.

Del primer aspecto ya se habld en el apartado 2.3.1, en donde se sugirié la

organizacion modular de las enzimas liticas de 5. prewmoniae y sus bacteriofagos en base a
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sus relaciones estructurales y funcionales. Segin esto, surgi6 la idea de que los dominios
estructurales de estas enzimas podrian ser intercambiables, propiciando de este modo Ia
posibilidad de preparar enzimas quiméricas funcionales que combinaran las propiedades
bioquimicas de las enzimas parentales. La demostracion de la existencia de dos dominios
independientes se realizé tras la clonacion y expresidn de las regiones de los genes [y y
epl-1, que codifican para el dominio C-terminal (Sdnchez-Puelles y cols., 1990), asi como
las regiones [ytd, cpi-1 y ¢pl-7 que codilican el dominio N-termingl, de sus respectivas
enzimas (Sanz y cols., 1992). Respecto al dominio C-terminal, se comprobd que mantenia
su capacidad para el reconocimiento de colina en ausencia del N-terminal, pero no
presentaba actividad litica. El dominio N-terminal, sin embargo, era capaz de ejercer su
funcién litica, adoptando una conformacién activa incluso en ausencia del correspondiente
dominio de unién a colina. Ademés, era capaz de hidrolizar las paredes que contenfan
etanolamina incluso ¢on una eficiencia mayor que las paredes con colina, lo que corrobora
de huevo la importancia del dominio de union a colina en ¢! reconocimiento del sustrato. Sin
embargo, sus actividades especificas disminuian considerablemente en relacion a las
actividades de las enzimas completas.

Todos estos resultados se confirmaron posteriormente con la construccion de
protelnas quiméricas aclivas, tanto entre dominios homéloges como no homélogos,
favoreciendo alin mas esta teorfa. A partic de la comparacion de la secuencia de
aminodcidos s¢ comprobd que existia una region intermedia entre los dominios N- y C-
terminales que permitia introducir modificaciones por mutagénesis dirigida, sin alterar I
actividad de la enzima asi medificada (Garcia y cols., 1990; Croux y Garcla, 1991). Esto
facilito la construccidn de genes quiméricos y demostrd que se trataba de una region neutra
desde el punto de vista funcional, como cabria esperar de una organizacién modular como
la propuesta. En una primera aproximacién se construyeron dos enzimas quiméricas entre
los genes fytd y epl! (Lea y ClI) (Dinz y cols., 1990b) en base a la similitud que presentan
las regiones C-terminales de las enzimas parentales (Garcia y cols., 1988a) (Fig. 4). Sin
embargo, las quimeras construiclas entre ln amidasa LytA y la tisozima Cpl7 (L¢7 y CI7), se
originaron mediante el intercambio de dominios no hiomologos (Fig. 4). En ambos casos se
obtuvieron proteinas quiméricas activas, cuyas propiedades bioquimicas, ademas de ser una
combinacion de las que presentaban las enzimas parentales, podian atribuirse a los dominios

concretos que habian sido intercambiados (Fig. 4). Estas enzimas quiméricas eran activas in
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vivo cuando se ensayaban en el sistema homélogo mediante experimentos de curacién
fenotipica e incluso mediante la expresion de los genes en fa cepa de neumococo M31,
utilizando plasmidos capaces de replicarse en este sistema (Diaz y cols., 1991).

Por otro lado, Ia construccion de enzimas liticas quiméricas activas entre diferentes
géneros bacterianos conltiere un mayor apoyo a la teorfa modular postulada anterjormente,
pues los procesos de recombinacion genética no tienen por qué tener lugar sélo entre un
fago y su huésped, sino incluso entre microorganismos heterélogos. La observacion de que
algunas estirpes bacterianas de (% acetobutylicum poseian colina como componente de Ia
pared (apartado 1.2) condujo al estudio a nivel molecular, de la lisozima de €.
acetobutylicum ATCC 824 que, aunque carecia de colina, presentaba una organizacion
modular equivalente a la descrita para las enzimas liticas de neumococo (Croux y Garcla,
1991). De esta manera, se llevé a cabo la construccion de dos enzimas quiméricas, tina
primera entre el dominio C-terminal de la lisozima del fago Cp-1 y el dominio N-terminal de
la enzima litica de C. acetobutylicum (Cle) (Croux y cols., 1993a) y olra, entre €l dominio
N-terminal de la amidasa LytA y la region C-terminal de la lisozima de C. acetobuiylicum
(Lel) (Croux y cols, 1993b). Mientras que en el primer caso las enzimas parentales
presentan dominios homologos, en el segundo, ¢s la primera vez que se describe la
construccion de una quimera litica activa a partir de la fusién de genes carentes de cualquier
homologia y procedentes de distintos géneros bacterianos.

Los estudios realizados con todas estas proteinas quiméricas activas, demostraron
que el centro activo de las cnzimas liticas de pared tanto de S. prewmoniae y sus
bacteriofagos como de (' acetobuiylicum, se localiza en el dominio Neterminal de la
molécula. Las quimeras Lea, Le7 y Lel, eran amidasas (Fig. 4) porque su dominio N-
terminal correspondia al de ln amidasa LytA. Reciprocamente, las quimeras ClIl, C17 y Cle
eran lisozimas puesto que su dominio N-terminal correspondia al de las lisozimas parentales
Cpll, Cpl7 y Lyc respectivamente.

Por otra parte, estas construcciones también demuestran que el dominio C-terminal
es ¢l responsable del reconocimiento del sustrato, Asi, las quimeras ClI, Lea, C17 y Cle, las
cuales presentan ¢l dominio de unidn a colina de las cnzimas liticas parentales, presentan
una actividad dependiente de la presencia de colina en los 4cidos teicoicos de pared, & ln vez
que se inhiben en presencia de dicho aminoalcohol. Ademés, las enzimas quiméricas CI7 y

Cll cuyo dominio de unién a colina procede de Ia amidasa LytA, requicren el proceso de
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conversion (Fig. 4). Sin embargo, la quimera Lc7 degrada indistintamente paredes con
colina o con ctanolamina y su actividad no se inhibe especificamente en prescncia de colina,
como cabria esperar al proceder su dominio C-terminal de la lisozima Cpl7. La quimera Lcl,
es un caso excepcional, pues no fue capaz de degradar las paredes celulares de ¢
acetobutylicum, a pesar de poseer el dominio C-terminal que reconoce las mismas, Esto
puede ser debido a que la composicidn y/o conformacion de su peptidoglicano no permite la
correcta orientacion o estabilizacidon entre las unidades de mureina y el centro activo de la
enzima. El pI optimo sobre paredes que contienen colina, ya sean de S, pnewmoniae o de
O acetobuiylicum NCIB 8052, era idéntico al de la enzima parental Lye, implicando por
tanto al dominio C-terminal en las propiedades cataliticas atribuidas al dominio N-terminal.
Puesto que los dominios N- y C-terminales conservan su funcionalidad
independientemente uno del otro y a la vez son intercambiables, cabe considerarlos como
modulos, segun los criterios propuestos por Doolittle (1985). La baja actividad especifica
que presentan los dominios N-terminales aislados hace suponer que dichos modulos
pudieron ser en un tiempo enzimas funcionales, en las cualgs, la adquisicion del dominio de
reconocimiento de colina les confirid una ventaja evolutiva al mejorar el sistema de
reconocimiento del sustrato insoluble, consiguiendo ast una mayor eficiencia catalitica (es el
caso de la quimera CI7). Por otro tado, los resultados obtenidos con las enzimas quiméricas
permiten concluir que et dominio C-terminal de unidn a colina no es responsable sélo del
reconocimiento del sustrato sino del proceso de conversion y de la inhibicion de la actividad
enzimdlica en presencia de colina. Ademds, ejerce cierta influencia sobre las propiedades

cataliticas atribuicas al dominio N-terminal en funcién del pH.
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4- OTRAS PROTEINAS CON MOTIVOS SIMILARES A LOS DE UNION A
COLINA

Analisis recientes de datos de secuencias de aminodcidos han permitido identificar
otras clases de proteinas bacterianas, las cuales, al igual que las enzimas liticas de ..
preumoniae 'y sus bacteriofagos, se caracterizan por su capacidad de unirse a una gran
variedad de ligandos, mostrando secuencins conservadas repetidas localizadas en la regién
C-terminal de la molécula. Dichas repeticiones se pueden encontrar en las toxinas de C.
difficile (Tox A'y Tox B) y en las glucosiltransferasas y proteinas de unién a glucanos de
Sireptococens (Tabla 3). A pesar de las diferencias funcionales entre estas proteinas, la
similitud detectada parece estar relacionada con el reconocimiento y unién a receptores

glicosidicos.

Tabla 3- Proteinas con dominios de secuencin conocida, homélogos al de unién a
colina, de Streptococcus 'y Clostridium,

Cupa Racteriang Ensima Claso Referencla

CoeiEivile

VET 10463 Toxn A Xove ¥y cols, (1990)
Von Elchel-Strolboer y Saucchorn (1990)
Tox I Hagroso y oola, (1090}
Von Elchel =dtrelber y cols, (1992a)
FARTS Wi Tox A Wren y cola, (1990}
. mutana
LGg=h GTE- OTE-1 SBhigosa ¥ colas (19397)
GTE-C GTE-31 Ueeda y aolag, (1998)
GTE=- G5 Honcda y ¢ola. {1000}
Tiagbard e L Hanas y coly, (19%0)
S, dlowne f
MEn 2d GTH-1 GTE=1 forret! y cols, (19871)
GTE=-5 GPE-5 Gllmore y aols. [1090)
g sobrinus
OMAL TG GTE-T T E-5 Hanada y cols. {14935
8. salivarus
ATCC 25974 GTE= Giffard y aols, (1991)

GTE-R Gre-8 Giffard y coly, {1993}

4.1- Estructura primaria de Is toxinas de C. difficile,
C. difficile, el microorganismo responsable de la colitis pscudomembranosa y la

colitis asociada a antibi6ticos en humanos (Bartlett y cols., 1980), produce dos toxinas
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relacionadas: la toxina A, una enterotoxina y la toxina B, una potente citotoxina,
considerada como el mayor determinante de virulencia de este microorganismo. Ambas
toxinas son sccretadas, habiendo sido aisladas del medio de cultivo (Taylor y cols., 1981).

Se han clonado y sccuenciado los genes de las toxinas A y B de algunas cepas de C.
difficile (Dove y cols., 1990; von Eichel-Streiber cols., 1990; Wren y cals., 1990; Barroso y
cols., 1990). Estas toxinas poseen un Mr deducido de la secuencia de aminodcidos de 308 y
269 kDa respectivamente. Ambas proteinas presentan una similitud de un 49% con un 14%
de sustituciones conservadas (von Eichel-Streiber y cols., 1992a). Dichas protelnas inducen
anticuerpos policlonales especificos mostrando diferente reaccion tanto in vive como i
vifro. En estas moléeulas se pueden distinguir dos dominios. El dominio N-terminal posee
tres regiones claramente diferenciadas: (i) una zona hidrofobica de 172 aminodcidos,
altamente conservada en ambas proteinas y cuya funcién se desconoce; (ii) una zona rica en
residuos no presentes en otras partes de la molécula (arginina, cisteina, histidina y
triptétano), la cual parece desermpediar un papel biolégico importante; (iii) una region de
baja homologia entre ambas proteinas y un dominio C-terminal con motivos repetidos. El
dominio C-terminal de ln toxina A de la cepa VPI 10463 contiene 38 unidades repetidas y
continuas, que ocupan 853 residuos de un total de 2710 (Dove y cols,, 1990). Dichos
motivos repetidos se han clasificado, segin muestra la tabla 4, en dos clases principales:
siete repeticiones de clase I compuestas de 30 aminoacidos, con una similitud de un 71-
100% cntre cada dos repeticiones. Las 31 repeticiones de clase II muestran una similitud
mas limitada con las de clase Iy tienen 20-21 aminoacidos de longitud (Wren y cols., 1991).
Las repeticiones de clase I1 se han subdividido en cuatro subelases: I1A (7 copias), IIB (13
copias}, [IC (5 copias), y un grupo mas variado en cuanto a homologia 11D (6 copias).
Todas las repeticiones contiencn el dipéptido tirosina-fenilalanina que se ha utilizado para
alinear las secuencias consenso de la toxina A, con los motivos repetidos de las otras
proteinas de Clostridium y Streptococcus. La secuencia C-terminal de la toxina A de una
cepa diferente de C. difficile (BARTS WL) contiene un nimero de repeticiones similares a
los de la cepa anterior, pero con algunas diferencias (Wren y cols., 1990).

El dominio repetido de In toxina A es altamente inmunogénico y se ha visto,
mediante estudios de hemoaglutinacion, que es responsable de la unién a carbohidratos
(Price y cols., 1987; Lyerly y cols., 1990). Krivan y cols. (1987) encontraron que el ligando

receptor de la toxina A contiene un trisacérido terminal de Galal-3GalBl-4GlcNAc.

35



INTRODUCCION

Recicntemente se ha definido la porcion de hemoaglutinacién de la toxina A utilizando un

péptido sintético (TIDGKKY YFN) situado en la repeticidn de una unidad de ia clase 1IB.

Tabla 4- Caracterizacién de los motivos repetidos consenso de los dominios de unién a ligando d

proteinas de los géneros Streptococeus y Clostridinm,

CEPA PROTEINA TAHANO HOTIVOS REPETIDOS
BACTERTIANA AN
CLASR ne He Socvoncia consenso do aa
AN Rep.
Coadifticile
VEI 10463 Tox A o710 I K1) '} HOTOVEKG PN(B&'EYF}\PMY{)}\NNIEGW\I
LIA 20 1 VYONRELTLNGKKYY FGHNNS
I 21 13 BAVTOHOT I DGKKYY FNPNTA
II1C 21 1 ITASTOYRT I DGRHFYFDTRGT
ITD 21 4] IARKOXRT IXKNR XYY PR DNy
Tox B FLY (1] BRI 30 q HOIAQVENTE DG PRY FAPANTLOENREGEAT
NIte 20 20 KREXOXXXIDDRKYYFRRRGA
S omutans
G&-5 GrE-n 1.4% A 33 6 HEYFONNOY AVTOART INGORLY FRANGVQVKG
[ 4 20 1 HGRISYY DGNSGDQIRNREY
GTF-C 1,31h A 33 q WELFOHNORAVTOAV R X NG XY FX PNGRQAKN
[ 20 4 DGRLRYFDXXSGNQRXNREY
GTE-D 1,430 A kN 5,4 HYXFPDSHOVAVTORQT T DGR s Y F R SNGROVKG
G 20 4 NEKxMYEXARSGELAVNRER
Ingbritt oBe 560 A M 5,5 WYxGAMKRV’I‘GHQTIDGKRYYFDxxGxQVKG
c 20 ] DGRRYYFDPDSGQXWTHREV
8. downey
Mfe 8 G-I 1, hadl A A5 0 HYYRGRDORAVTUAQT T RGROR Y PRANG ROV
£} 40 2 =VHGKTTYPGRDG -
¥ 20 5 DEVRY POARSGOMVTNT BV
G- 1,duh M a2 6 HYYFNXDGOAATOLOT 1 OGOTVYFODNGRQVK R G
M 20 q HOKLYFY DADQGR VR KGHx
8. sobrinus
OMEL T} PE-T 1,468 A kY| dh WYY ¥ DRDGVAROAQT TRGOKLYF D TR TGOAKG
& a2l 5 DAKGRXRY Y DR DTGR X VNREV
S saltvarns
ATCC 2597 G E-0 A 13 H, 5 WYY FDANORR VIO RN NG XX XY PR DGRQVEG
¢ 20 L] DETYSYY S xGERXTNEFF
GTE=K A A5 1 HYYEFNRDGOAATOLOT ] DSATVYFDOHGROVKRG
0 12 b VVENADGTY SKY
&, pnenmon i ae
Lyth 21 6 WKt DEHY Y P DR RGRMRx
Fagos Op-1 tplt 31 6 AHRKR R GRHY XM RHGRMX T
Cp-9 Cplé

X= cualquier aminodcido

AA= aminodcidos,
Rep= Repeticiones.
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Barroso y cols. (1990), han publicado la secuencia de nucledtidos del gen de la
toxina B. El analisis en su composicion de aminodcidos revela que parte de la region C-
terminal de la toxina contiene 24 motivos repetidos, los cuales estan claramente
relacionados con la toxina A en tamailo, secuencia y alineamiento. Se han subdividido en
clase I'y clase II al igual que en la toxina A (Tabla 4) (Wren y cols., 1991). De clase I
existen cuatro motivos repetidos de 30 aminodcidos, denominados B1. Estos motivos estdn
muy relacionados con los de clase I de la toxina A. Por otro lado, presenta 20 motivos
repetidos de clase I (BIIE), de 20 ¢ 21 aminoacidos, los cuales no se encuentran
relacionados con los de la misma subclase en la toxina A. Aunque todavia no se conoce el
receptor de esta toxina, es bastante probable que estas secuencias repetidas estén implicadas
también en ef reconocimiento del sustrato. Es posible que las toxinas presenten diferentes
receptores puesto que la toxina A presenta una actividad hemoagiutinante mientras que la

toxina B, no.

4.2- Estructura primarin de las glicosiltransferasas y proteinas de unién a glucanos de
Streptococcus

Los patogenos orales S. mutants, S. downei v S. salivarius, tienen la habilidad de
sintetizar protelnas extracelulares, incluyendo las proteinas de union a glucanos (GBPs) y
las glucosiltransferasas (GTIs). Estas proteinas se caracterizan por ser altamente
hidrofilicas y presentar un péptido sefial tipico de proteinas secretables. Parecen ser
responsables de la virulencia de los estreptococos orales, estando implicadas en el
metabolismo de azicares y en la subsecuente formacién de placas y caries dentales. Se
desconoce aln el mecanismo por el cual dichas proteinas interaccionan con la superficie
celular del microorganismo para llevar a cabo la formacion de las placas dentales.

La GBP de 8. mutants es una proteina de 563 residuos con un M, de 59.000 tras ser
procesada. Contiene dos series de repeticiones no adyacentes designadas A y C, las cuales
se extienden a lo largo de la proteina (Tabla 4) (Banas y cols., 1990). Dentro de las de tipo
A, existen 5 repeticiones de 32-34 aminodcidos y una parcial de 12 aminodcidos, mientras
que de las de tipo C existen 4 repeticiones de 17 a 20 amino4cidos. Los motivos de clase A
presentan una gran similitud con los motivos repelidos de clase 1IB de la toxina A, siendo
ésta superior a la que se observa con cualquiera de las otras clases de repeticiones de las

toxinas A y B e incluso presentan reacciones inmunoldgicas cruzadas. Esta GBP, carece de
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actividad enzimética, constituyendo exclusivamente un dominio de unién a carbohidratos,
Parece estar implicada en la formacién de placas dentales puesto que un mutante defectivo
de la misma pierde la capacidad de adherirse in vitro.

Las GTFs son enzimas que tienen un M; promedio de 160.000 y son responsables de
la hidrdlisis de los restos de sacarosa, utilizando los restos de glucosa liberados para la
polimerizacién de cadenas glicinicas tanto solubles como insolubles en agua, que van a
formar parte de la placa dental (FHanada y cols., 1980). Las GTFs se clasifican en tres
grupos: (i) Las GTFs que producen polimeros solubles en agua, donde las unidades se unen
mediante enlaces a-1,6 (GTE-8); (i) GTFs que producen polimeros insolubles en agua, con
uniones a-1,3 (GTF-I); (iii) GTFs que sintetizan una mezcla de ambos tipos de polimeros
(GTF-SI). Se sabe que las cadenas glicAnicas insolubles desempefian un papel importante en
la formacion de la placa dental debido a su facilidad para adherirse a superficies rugosas
mediando la agregacion de las células bacterianas y los restos de comida. El papel de los
polimeros solubles se desconoce atin, aunque parece que intervienen en los procesos de
agregacion y pueden servir como una fuente de cnergla extracelular. Se ha comprobado que
muchas GTF-Is requicren de un cebador para comenzar con la sintesis de la cadena
glucidica, mientras que ciertas GTF-Ss son independientes de cebador (Yamashita y cols.,
1989) y por tanto podrian actuar como iniciadores para la sintesis mediada por las GTF-Is.

Las GTFs presentan también repeticiones en el dominio C-terminal de la molécula.
Las mejor caracterizadas son las de clase A con una media de 33 aminocidos por
repeticion y las de clase C, similares a la GBP de S musants, con una media de 20
aminoacidos. Hasta el momento se han secuenciado los genes que codifican para 8 GTFs
(Tablas 3 y 4). Hay que destacar que la GTF-I de S downei presenta ademds dos
repeticiones de tipo B y la GTF-K de S salivarius, 5 de tipo D exclusivas de estas
proteinas. Los genes gf/B y gy de S. mmtants GS-5 se encuentran proximos en el
cromosoma y parecen constituir un operdn, Los genes que codifican para la GTF-J y la
GTF-K de 8. salivarius también se encuentran préximos en el cromosoma, pero a pesar de
la gran similitud de las GTFs de ambos microorganismos, presentan diferentes actividades
siendo la GTF-J y la GTF-K enzimas independientes de cebador mientras que la GTF-B y
GTF-C son dependientes, El porcentaje de identidad entre las repeticiones de clase A y
clase C de las GTFs y la GBP oscila entre un 38-58% y un 40-60%, respectivamente. Por

otro lado, Ferreti y cols (1987) han comprobado que deleciones en la region C-terminal de
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las GTF-1 de S downei eliminan la capacidad de unidn de la enzima a su sustrato, lo que
sugiere que esta zona es ¢l dominio de union a carbohidratos.

Las repeticiones A 'y C muestran poca similitud entre ellas y las posiciones relativas
de las repeticiones C varian entre unas proteinas y otras. La comparacion de secuencia de
aminofcidos entre todas las repeticiones del tipo A de estas proteinas, las toxinas de C.
difficile y los motivos de union a colina de las enzimas liticas de S. preumoniae y sus
bacteridfagos, revela la existencia de 3 aminoicidos conservados en todos los casos, el
dipeptido tirosina-fenilalanina y una glicina (Tabla 4). En el caso de las repeticiones C,
conservan también en algunos casos el dipéptido tirosina-fenilalanina y en su defecto el

dipéptido tirosina-tirosina.
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5- OBJETIVOS

La colina es un aminoalcohol que forma parte de los lipidos de membrana de las
células cucaridticas, siendo poco frecuente su presencia en procariotas (Arondel v cols.,
1993). En la introduccién de esta Tesis se han descrito diferentes proteinas producidas por
bacterias y fagos que poseen capacidad de unidn a colina. Sin embargo, a pesar de la
presencia de colina en dilerentes microorganismos, solo se han clonado algunos genes que
codifican para estas proteinas, de S. pnewmoniae y sus bacteriofagos, permitiéndonos
elucidar la estructura del dominio de unién a colina y extraer algunas conclusiones
interesantes sobre el papel cvolutivo que desempeita este aminoalcohol. Dichos genes
codifican para enzimas liticas, a excepcidn del antigeno PspA cuya funcion en neumococo
se desconoce por el momento.

El estudio comparativo de las secuencias de aminodcidos de las cnzimas liticas de
neumococo y sus bacteriéfagos, nos ha permitido obtener informacion relativa a su peculiar
organizacion modular. Estas enzimas son el resultado de la fusion de dos dominios
independientes: ¢! dominio N-terminal que contiene ¢l centro catalitico y proporciona la
especificidad enzimatica, y ¢l dominio C-terminal, responsable de la unién de la proteina a
componentes especificos de la pared celular, La construccidén de proteinas quiméricas,
mediante intercambio de dominios entre estas enzimas liticas, demostrd que la adquisicion
del dominio de unién a colina representa una ventaja evolutiva para aquellas enzimas que
tnteraccionan con un sustrato polimérico, permitiendo conseguir una mayor cficiencia
catalitica. Se ha sugerido que la presencia de colina actlta como un clemento de presion
selectiva al evitar, o al menos limitar, Ia divergencia evolutiva natural del dominio de unién
a dicho ligando, determinando la creacion de quimeras funcionales. Esto implica que los
microorganismos que poseen colina como componente de la pared, o de la membrana en
forma de LTA, deberian contener protelnas con dominios similares, lo que vendria a
corroborar dicha hipdtesis. La caracterizacion de otras proteinas con dominios de unién a
colina y, funciones diferentes a las descritas, apoyarian adn mds la teoria modular.

La presencia de colina en la pared de algunas estirpes de C. acelobuiylicum junto
con la deteccién de una actividad litica de pared, dependiente de dicho aminoalcohol, en los

sobrenadantes de cultivo de algunas de estas estirpes (Garcia y cols., 1988b), nos lievé a la
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buasqueda de refaciones evolutivas entre los dominios de unién a colina de proteinas

presentes en . acetobuiylicum y en S, pneumoniae y, al estudio de su estructura modular,

Por todo ello, los objetivos de esta Tesis Doctoral son los siguientes:

I} Caracterizacidn molecular de genes que codifican para proteinas con dominios de

unién a colina en G acetobutplicum NCIB 8052,

1) Caracterizacién molecular de genes que codifican para nuevas proteinas con

dominios de unién a colina en 8. pruewmoniae,
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MATERIALES Y METODOS

1- ESTIRPES BACTERIANAS, BACTERIOFAGOS Y PLASMIDOS

Para ¢l desarrollo de este trabajo se utilizaron las estirpes bacterianas, los

bacteriofagos y los plasmidos que se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5- Estirpes bacterianas, bacteriéfagos y pldsmidos

Estivpe, fgo o Genotipo o fenotipo Referencin/Fuente
plismido relevante

E. coli
TG-1 F' (lacl lacZAM 1 5) Gibson, 1984
DHS5a (P8O ZAM15) endA | Hanahan, 1983
recA L, hsdR17 (1 my)
suplidd dlacl169
600 thi-1, feuB, thr-1 Appleyard, 1954

C. acetobutplicum

C. acetobiylicum ATCC 824 Croux y cols., 1992b
(. acetobutylicum NCIB 8052 Garcla y cols., 1988
C". acetobutylicum NI-4* Hongo, 1960

O acetobuiylicum NI-504 Hongo y cols, 1965

S pueimaoniae

R4 estirpe salvaje Rockefeller Univ.

M24 Lyt §3 Garcia y cols., 1993

M3 Hex™ Alytd Sanchez-Puelles, 1986a
406" Lyt" 83 ). Casal

13868" Lyt"S1* A. Fenoll

12928" Lyt" S6" Arrecubieta y cols., 1994
13783" Lyt" S14" Arrecubieta y cols., 1994
13805 Lyt" 89" Arrecubieta y cols., 1994
8249" Lyt" SI9A" Arrecubieta y cols., 1994
12950 Lyt* §23* Arrecubieta y cols., 1994
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Tabla § Continuacion

Estirpes, fagos o

Genotipo o fenotipo

Referencia/Fuente

plismidos relevante

S. pneumoniace

D39 Lyt" 82 Bracco y cols., 1957

Fagos

Cp-1 Ronda y cols., 1981

Plismidos

puUCI8 Apt Vieira y Messing, 1982

pUCI19 ApR Yanisch-Perron y
cols., 1985

pINII-(Ipp™-5)-A3 Apt Inouye e Inouye, 1985

pUCE191 MLSR, TR E. Garcia

pLSE3 MLS®, Tck Diaz y Garcla, 1990a

pLysS Cm®* Studier, 1991

* Esta cepa fue denominada C. sacharoperbuiylacetonicum anteriormente
"aislados clinicos del serogrupo o serotipo indicado

2- MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas se se conservaron congeladas a -70 °C en medio de cultivo al que se

afadié glicerol al 10% (v/v) para el caso de L. coli y S. preumoniae y del 15% (viv) para el

caso de . acefobmylicum. En el momento de sembrarlas s¢ descongelaron, incubandose en

los medios correspondientes a 37°C, a menos que se indique lo contrario, con agitacion para

las cepas de /i, coli y sin agitacion para las cepas de S. pnewmoniae. Las cepas de

44



MATERIALES Y METODOS

Clostridinm se crecieron a esa misma temperatura, sin agitacion y en condiciones anaerobias

en campana de anaerobiosis modelo Forma Scientific.

2.1- E. coli

Para el cultivo de £ coli se wlilizd el medio LB descrito por Sambrook y cols.
(1989), aftadiendo agar al 1,5 % (p/v) para cultivos en medio sdlido. La concentracién de
antibiotico aladida al medio LB para ¢l cultivo de cepas resistentes fue de 100 pg/ml para la
ampicilina, 10 pg/ml para la tetraciclina, y 20-30 pg/ml para el cloranfenicol. El crecimiento
de las cepas de M. cofi se siguid por turbidimetria a S50 nm con un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-260.

2.2- 8. pnewmoniae

Para ¢l cultivo de S. preamoniae se utilizo cf medio C + Y: medio CpH8 (Tomasz y
Hotchkiss, 1964) suplementado con exiracto de tevadura 0,08% (p/v) (Difco). Para cultivos
en medio sélido se ailadid al medio anterior, agar al 1% (p/v) y catalasa (250 unidades/ml)
(Boehringer Manheim) aunque en otros caso se utilizaron placas de agar sangre [Tryptic-
Soy agar (Difco), suplementado con 5% de sangre desfibrinada de carnero]

Las cepas transformantes de newmococo que contienen derivados de pL.SE] (Ronda
y cols., 1988) se seleccionaron en un medio con tetraciclina a 0,8 pg/ml (medio liquido) 6 1
pg/ml (medio solido) 6 bien eritromicina (10 pg/ml) 6 lincomicina (1 pug/ml).

El crecimiento de este microorganismo se siguié por nefelometria con el empleo de
un nefelometro Coleman modelo 9, calibrado para contaje de viables en neumococo donde

I Ne= 7,5 x 10 unidades formadoras de colonias (UFC/mi),

2.3~ C. acetobniylicum

Para el cultivo de este microorganismo se wlilizaron los medios CGM (Roos y cols.,
1985), TYA (Ogata y Hongo, 1973), 2XYTG (Oultram y cols, 1988) y RCM (Reinforced
Clostridial medium, Difco). Las esporas se activaron por calor a 70-80 °C durante 15
minutos. El crecimiento se siguid por turbidimetria a 600 nm con un espectrofotémetro

Shimadzu UV-260,
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3- PROCEDIMIENTOS DE TRANSFORMACION GENETICA

3.1- B coli
Este microorganismo se transformé utilizando el método del RbCl (Kushner, 1978)

o bien mediante electroporacion (Dower y cols., 1988).

3.2- S pnenmoniae

La preparacion de cepas competentes de neumococo ha sido descrito por Tomasz
(1970). Los cultivos de neumococo poseen competencia natural en una determinada etapa
del crecimiento (la comprendida entre 280 N y 300 N. Una vez que el cullivo alcanza esta
concentracidon celular, se le aflade glicerol al 10% y se congela rapidamente. Las células
conservadas a -70 °C mantienen la competencia sin pérdida apreciable durante largos
periodos de tiempo.

El mé&todo de transformacion utilizado fue esencialmente el descrito por Barany y
Tomasz (1980), excepto que la incubacidn con el DNA transformante se realizé a 30°C
durante 40 minutos en medio CpH8 suplementado con seroalbiimina bovina al 0,08% (p/v).
Después los cultivos se incubaron a 37°C durante 120 minutos en medio C + Y con
seroalbimina bovina al 0,08% (fase de expresion), antes de la siembra a 37°C en ¢l medio

solido adecuado.
4- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

Las clectroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sddico (SDS-PAGE). La
técnica descrita fue la utilizada por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en
placa (160 x 100 x 2) entre ¢l 8 y el 15 %. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en
presencia del tampon de ruptura (Tris-HCl 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, B-mercaptoetanol
al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,005%). Las clectroforesis se realizaron a
temperatura ambiente y corriente constante (50 mA), utilizando un electrolifo que contenia
Tris-HC] 0,025 M, glicina 0,192 M y SDS al 0,1%. Las proteinas de los geles se
visualizaron con azul brillante de Coomassie'R-ZSO, segiin se describe en Swank y

Munkress (1971). Las proteinas empleadas como marcadores de tamailo molecular se
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adquirieron de Bio-Rad: fosforilasa b (92,5 kDa); seroalbumina bovina (66,2 kDa);
ovoalbimina (43 kDa); anhidrasa carbénica (31 kDa); inhibidor de tripsina (21,5 kDa).

5- OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS CELULARES

Para obtener extractos de [ coli y S prewmoniae, se cultivaron estos
microorganismos en [0 mt del medio indicado en cada caso a 37°C hasta alcanzar la fase
exponencial media. L.os cultivos se enfriaron a 4°C y se centrifugaron a 6000 x g duranie 10
minutos, resuspendiéndose las células en S mil de tampén fosfato sédico 20 mM, pH 6,9.
Una vez homogencizada la suspension, las células se rompieron en un sonicador MSE
modelo MK2 mediante cuatro teatamientos de 10 segundos cada uno, manteniéndose
siempre la muestra a 4°C, La suspension sonicada se centrifugd a 4°C y 10.000 x g durante
10 minutos para eliminar los restos celulares. El sobrenadante de esta centrifugacion
(extracto crudo) se conservo a -20°C. La fraccion proteica se valord mediante el método de

Bradford (1976) y se analiz6 mediante SDS-PAGE.

6- PURIFICACION DE LA PROTEINA CspA

6.1- C. acetobutylicum

La proteina CspA se purificd a partir del sobrenadante de cultivo de ta cepa de C.
acetobuiylicum NCIB 8052 mediante cromatografia de afinidad en columnas de DEAE-
celulosa tal como describen Garcia y cols. (1988b). Puesto que Ia proteina CspA no se
presentaba pura, aunque constituia el 90% del extracto purificade, se procedio a la
purificacion de la mistma mediante electroelucién utilizando un electroluidor "Bio-Rad 422
Llectroeluter Model". Para ello, se llevé a cabo un SDS-PAGE en un gel al 8% con el
extracto purificado en DEAE-celulosa. La tincion del gel se realizo con el método de
tincion reversa con sales de imidazol-zine (FerniAndez-Patrén y cols.,, 1992). La banda de
proteina mayoritaria correspondiente a la proteina CspA se recortd y se electroeluyd

siguiendo las instrucciones de los proveedores.
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6.2- E, coli

La proteina CspA se purificd a partir de un extracto celular de un cultivo de % coli
TG-1 (pKDI547 y pLysS) en fase exponencial de crecimiento. El pLysS es un plasmido que
tiene clonado el gen de la lisozima del fago T7 que infecta L. coli, el cual, tras la
congelacion y descongelacion de las células provoca la lisis de las mismas, sin necesidad de
recurrir a ningtn procedimiento mecanico de ruptura. En nuestro caso, las células se
resuspendieron y concentraron veinte veces en tampoén fosfato sédico 20 mM pH 6,9 con
NaCl 0,5 M, previa congelacion y descongelacion de las mismas para provocar su lisis. El
extracto se sonicéd con la finalidad de romper ¢l DNA y se centrifugd a 90.000 x g durante
treinta minutos con el fin de eliminar las envueltas celulares y precipitar el DNA tras la
adicién de estreptomicing al 2%. El sobrenadante se depositd en una columna de DEAE-
celulosa equilibrada previamente con tampén fosfato sédico 20 mM pH 6,9, realizandose el
proceso a 4°C. Despuds de lavar la columna con 40 volimenes del mismo tampédn fosfato
anterior mas NaCl 1,5 M, la proteina retenida por interaccidn especifica con la colina se
eluyd con el mismo tampon pero con NaCl 1,5 M y colina 140 mM. La fraccidn proteica se

detectd mediante el método de Bradford (1976) y se analizd en un SDS-PAGE.
7- ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se realizé sobre paredes de celulares de S. pnenmoniae o de C. acetobutylicum
NCIB 8052, segiin el caso, marcadas radiactivamente con [wetil-"H} colina (60 Ci/mmol;

Amersham)].

7.1- Ensayo enzimatico de los extractos obtenidos de E. coli

Se utilizdé el método clasico para la determinacidén de la actividad amiddsica de
neumococo (Holije y Tomasz, 1976), con algunas modificaciones. La mezcla de reaccién
contiene 200 pul del tampon fosfato sddico 20 mM pH 6,9 a los que se ailaden 10 pl de
paredes celulars de neumococo marcadas radiactivamente y de 5 a 30 pl de la dilucidn
adecuada del extracto que se desea ensayar. La incubacion se realiza a 37°C a diferentes
tiempos y la reaccién se detiene tras la adicion de 10 ul de formaldehido al 35% y 10 pt de
seroatbiimina bovina al 4%. Las muestras se centrifugan en una microfuga Hettich a 10.000

x g durante 10 minutos. A 150 !l del sobrenadante de cada muestra se les aflade 3,5 ml de
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liquido de centelleo (Cocktail-22, Normascint, Scharlau) y se determina la radiactividad en
un contador de centelleo liquido KB Wallac (modelo 1219 Racbeta). Una unidad de
actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que cataliza la solubilizacién de 1

1g de paredes en 10 minutos (Holtje y Tomasz, 1976).

7.2- Ensayo enzimdtico de los extractos obtenidos de S\ prenmoniae

La mezcla de reaccion que contiene 200 pl del tampén fosfato sédico 20 mM pH
6,9 con Brij al 0,1% y de 5 a 30 pl de la dilucion adecuada del extracto que se desea
ensayar s¢ mantiene 5 minutos a temperatura ambiente para que el detergente solubilize las
membranas. Después se afladen 10 pl de paredes celulares de neumococo marcadas
radiactivamente y se incuba a 37°C & 30°C a diferentes tiempos. El resto es igual que en el

Caso anterior.

7.3~ Ensayo enzimitico de Ias proteinas purificadas
La mezcla de reaccidn contiene 200 pl de tampdn fosfato sddico 20 mM pH 6,9, 10
il de paredes y 10 pi de la dilucidn adecuada de la enzima purificada y se incuba a

diferentes tiempos. El resto es igual al primer caso.
8- TECNICA DEL WESTERN BLOT

Las proteinas purificadas y las proteinas de los extractos crudos, una vez separadas
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Schleicher and Schuell) segin describen Sambrook y cols. (1989). La
membrana se saturd con leche en polvo desnatada al 5% (p/v) en tampén PBS (fosfato
sddico 10 mM, pH 7,4; NaCl 140 mM) mediante incubacién a 4°C duranie 12 horas.
Posteriormente, se incubd a temperatura ambiente con agitacién suave durante 4 horas en
presencia del suero anti-CspA. Después de tres lavados de 10 minutos de duracidn cada uno
con PBS que contenia T'ween al 0,1% (v/v), la membrana se hizo reaccionar durante 1 hora
a temperatura ambienle y suave agitacion con anticuerpos de cabra anti-IgGs de congjo
conjugados con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finalmente, tras un lavado con
tampon PBS, las bandas de reaccion de los anticuerpos se visualizaron con perdxido de

hidrégeno y 4-cloro-1-naftol (Sigma).
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9- OBTENCION DE ANTICUERPOS ANTI-CspA

La obtencion de anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina CspA se llevd a
cabo mediante la inmunizacion de conejos con la proteina CspA purificada mediante
electroelucion tal y como se describe en el apartado 5.1. Se utilizaron dos dosis de 0,28 ;g
de proteina en solucién salina. La primera en adjuvante de Freund completo (1:1;v/v) y, la
segunda, en adjuvante de Freund incompleto (1:1; v/v), dejando transcurrir un mes entre
ambas. La administracion del antigeno se realizé de forma subcuténea. Una semana despuds
de la administracion de la segunda dosis, se extrajo sangre a los conejos para la obtencién
del antisuero. La sangre se incubd a 37°C durante 5 horas y después se mantuvo a 4 °C
durante 12 horas para permitir la formacion del codgulo. El sobrenadante se centrifugd a
10.000 x g 5 minutos a 4°C, para eliminar restos celulares y, por 1ltimo, se inactivaron las
proteinas del complemento durante 15 minutos a 56°C. Se ensayd fa especificidad del
antisuero obtenido, asi cono la posible reaccidn inespeclfica del suero pre-inmune, mediante
andlisis por Western-blot utilizando diferentes diluciones del mismo. Para evitar la deteccion
de bandas inespecificas en el Hestern-blot, formadas por la posible reaccion cruzada del
antisuero con otras proteinas celulares diferentes de la CspA, se preincubd el antisuero a
37°C durante al menos una hora con un extracto celular de la cepa que posteriormente se
iba a emplear para expresar la proteina CspA, pero con el plasmido control sin el gen que

codifica para dicha proteina,
10- FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR EN C acetobutylicim NCIB 8052

De un cultivo de C. acetobuiylicum NCIB 8052 en fase exponencial se
centrifugaron 10 ml a 4°C, lavandose posteriormente las células dos veces con 20 mM de
tampon ftosfato sodico pH 6,9 y conservindose el sobrenadante del medio de cultivo a -
20°C, El precipitado de células se resuspendié en 7 ml del mismo tampén y se rompieron en
un sonicador MSE modelo MK2 mediante cuatro pulsos de 15 segundos cada uno,
manieniendo siempre la muestra a 4°C. La suspension sonicada conteniendo la fraccidn
soluble (citoplasma) y la sedimentable (envolturas celulares), se centrifugd durante 1 hora a
100.000 x g. El sedimento con las envolluras celulares se lavd dos veces con el tampén

fosfato mencionado anteriormente, resuspendiéndose posteriormente en 2 ml del mismo
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tampon. La concentracidn de proteina de cada fraccidn se determind mediante el método

del Bradford (1976), utilizando la curva patrén de la seroalbimina bovina.

11- ANALISIS DE CARBOHIDRATOS

Los extractos purificados en columnas de DEAE-celulosa de los sobrenadantes de
(. acetobuiylicum NCIB 8052 se corrieron en un gel SDS-PAGE al 10% y se tifferon con
un kit de deteccion de glicoproteinas suministrado por Boehringer Manheim (DIG Glycan
Detection Kit) tras la inmovilizacion de las proteinas en membranas de nitrocelulosa. Para la
determinacion cualitativa y cuantitativa de carbohidratos de Ia proteina CspA, la proteina
electroelufda se hidrolizo con acido sulfiirico 4 N a 100°C durante 5 horas, y se neutralizd
con carbonato barico. Los az(icares neutros, convertidos en los correspondientes acetatos
de alditol, se identificaron y cuantificaron por GPLC (Guarro y cols., 1993) utilizdndose

inositol como patrén interno.

12- DETERMINACION DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LA PROTEINA
CspA.

La secuencia de aminodcidos del extremo N-terminal de las proteinas CspA y CspC
se determind mediante el método de degradacion de Edman, seguin se describe en Lopez y
cols. (1982a). Para ello se utilizd un secuenciador automatico modelo 477A (Applied

Biosystems).
13- EXTRACCION DE DNA CROMOSOMICO

13.1- C. acetobutylicum

Los DNAs de cepas de Clostridium que figuran en la tabla 5 se obtuvieron de la
siguiente manera: las células procedentes de un cultivo de 400 ml en fase de crecimiento
exponencial (DOssp=1-1.3), se centrifugaron y se lavgfon con tampoén TEG (50 mM
glucosa, 25 mM Tris-HCI, ptH 8; 10 mM EDTA). Posteriormente, las células se
resuspendieron en una solucidn de lisis (sacarosa 10%; SDS %), manteniéndose a 37°C

durante 20 minutos. A continuacién se afiadié proteinasa K a una concentracién de 50
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ng/mi y EDTA 10 mM, incubdndose durante 2 horas mas a 55-60°C. Después de fenolizar
varias veces dicha solucion, el DNA cromosémico se precipitd con 0,6 volimenes de
isopropanol, se lavd con etanol al 70%, se secd y se resuspendid en aproximadamente 1 ml
de tampon TE (10 mM Tris-HCI, pH 8; 1 mM EDTA).

13.2- 8. ppeumoniae

Para la extraccion de DNA cromosémico de las cepas de neumococo Lyt se partio
de 200 ml de un cultivo exponencial (600-700 N) crecido en medio C+Y, se centrifugaron y
se lavaron con tampén tosfato 20 mM pll 6,9, resuspendiéndose posteriormente en 8 mi del
mismo tampdn. A continuacidn se curaron (Tomasz y Waks, 1975) tras ailadir 10 ml de una
solucidn de amidasa pura a una concentracion de 2 mg/ml, incubéndose 10 minutos & 37 °C
para producir la lisis celular. Posteriormente se adiciond 0,5 ml de EDTA 0,5 M y se
mantuvo 10 minutos mas a 37°C. Tras [a adicién de otros 0,5 ml de EDTA 0,5M y | ml de
DOC al 10% e incubacion durante 15 minutos mds a 37 °C, se afiadieron 0,25 ml de SDS al
20% y proteinasa K a un concentracion final de 100 pg/mi. Dicha solucién se incubd
durante 1 hora a 37°C, ultracentrifugéndose el lisndo resultante en un gradiente de

CICs/BrEt (Sambrook y cols., 1989).

L.a concentracion de DNA se estimd, en ambos casos, a partir de la absorbancia de
la preparacion a 260 nm. Una unidad de absorbancia equivale a una concentraciéon de DNA

de 50 pg/ml,

14- AISLAMIENTO DE RNA

14.1- Aislamiento de RNA de C acetobuiylicum NCIB 8052

Para el aislamiento de RNA total se utiliz6 el procedimiento descrito por Walter y
cols. (1992) con alguna modificacion. La cepa de C. acelobutylicim NCIB 8052 se incubd
en 300 ml del medio TYA tras la adicién de un preindculo multiplicado durante la noche en
el mismo medio. Se fueron tomando muestras de 10 ml a diferentes tiempos a lo largo de la
curva cle crecimiento. Se provoco la lisis celular con tres ciclos sticesivos de congelacion y
descongelacidn con nieve carbénica y posterior mantenimiento a <70 °C durante 20 minutos.

Los lisados se resuspendieron en 3 mi del tampén AE (20 mM de acetato sodico pH 5,3 y 1
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mM EDTA). A dicha suspensién se afiadieron 6 ml de fenol Acido y SDS at 0,3 %
previamente calentado a 60°C y se mantuvo agitando durante 6 minutos a la misma
temperatura. Las muestras s¢ mantuvieron 5 minutos a 4°C y se centrifugaron en frio,
recogiéndose la fase superior, la cual se ajustd a 0,25 M con acetato sddico 2 M pH 3,3, Se
llevaron a cabo tres extracciones mas con fenol Acido y se precipitd el RNA con 2,5
voliimenes de ctanol absoluto, se secd y se disolvié en TE 10:10 (10 mM Tris-HCl, pH 8;
10 mM EDTA).

14,2~ Aislamiento de RNA de S, prenmoniae

La cepa R6 de S, pneumoniae se incubd en medio C + Y y se fueron tomando
muestras del cultivo a lo largo de la curva de crecimiento. Las muestras se centrifugaron y
lavaron con TE (10:10). Las células se lisaron con TE conteniendo 0,1% de DOC,
congelandose y descongelandose dos veces sucesivas con nieve carbonica, Posteriormente,
las células se incubaron a 60 °C durante 5 minutos con una soluciéon que contenia SDS al
0,5% (p/v), acetato sddico pH 4.0 y fenol dcido equilibrado con agua. Las muestras se
centrifugaron recuperindose la fase acuosa y extrayéndose el RNA con fenol caliente y
posterior precipitacion con etanol absoluto, El RNA extraido se disolvid en el volumen
adecuado de TE (10:10).

En ambos casos ¢l DNA presente en las muestras se eliminé mediante una hora de
tratamiento a 37°C con DNAsa I libre de RNAsa (Pharmacia) en presencia de un inhibidor
de RNAsas (RNasina de Boehringer). La concentracion de RNA. se estim6 & partir de la
medida de absorbancia a 260 nm, sabiendo que una unidad de absorbancia a 260 nm
cquivalen a una concentracion de 40 pg/ml. Para determinar la calidad del RNA, las

muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1%. Las muestras se conservaron & -70.
15- ELECTROFORESIS DE DNA

15.1~ Electroforesis convencional

Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 ¢ 1% en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM, édcido
acélico 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1), utilizando el mismo tampén como electrolito. A las
muestras se les aftadio 1-1,5/10 de su volumen de una solucién compuesta por Ficoll 400 al

30% (p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v), xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0.
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La clectroforesis se realizo a 100-150 V durante 60-90 minutos, y una vez finalizada los
geles se tifieron con bromuro de etidio (5 pg/ml) para su visualizacién con radiacién
ultravioleta. Como marcador de tamaiio, se utilizdé el DNA del fago lambda digerido con la

enzima de restriccion BsfEI( Amersham).

15.2- Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La preparacion del DNA, embebido en los bloques de agarosa, se llevd a cabo seglin
Gasc y cols. (1991) para S. pnewmnoniae y segin Wilkinson y Young (1993) para C.
acetobutylicum. El DNA se digirié con las enzimas de restriccion adecuadas segiin el caso,
previamente a su electroforesis en tampén TBE (Tris 75 mM, dcido borico 25 mM y EDTA
0,1 mM). La rampa utilizads fue de 1 a 50 s durante 24 horas para el caso de S
preumoniae y de 5 a 50 s durante 20 horas para el caso de C. acerobutylicun, con un
voltaje en ambos casos de 200 V. Tras la electroforesis, el gel se Liiié con una solucion de
bromuro de etidio (1 pg/ml) durante 20 minutos, haciéndose posteriormente una foto del
gel. Los fragmentos de DNA se transfirieron a membranas de nylon siguiendo la téenica del
Southern-blot, hibriddndose posteriormente con las sondas radiactivas adecuadas a cada

CASO,

16- PREPARACION DE PLASMIDOS

La preparacién de plasmidos a partir de las cepas de £. colf sc realizd utilizando el

método de Birnboim y Doly (1979) tal y como lo describen Sambrook y cols, (1989).

17- MANIPULACION DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMUN EN
BIOLOGIA MOLECULAR

Las endonucleasas de restriccion se obtuvieron de Boehringer Manheim, Amersham,
Pharmacia y New England Biolabs, La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo
de Bochringer Manheim. Amersham suministré la DNA ligasa y la polinucledtido quinasa
del fago T4, asi como ¢l fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. colf. Las enzimas
y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo las indicaciones recomendadas por

las casas suminisiradoras.
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18- AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA.

Los fragmentos resultantes de la digestion del DNA con las enzimas de restriccion o

los obtenidos mediante PCR, se aislaron y purificaron por tres procedimientos distintos,

18.1- Geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles de poliacrilamida no desnaturalizantes preparados en TBE (Tris-
borato 89 mM, acido borico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8,0) a una concentracién variable
dependiendo del tamaiio de fragmento a aislar, Se empleé como electrolito para la
electroforesis el mismo tampon TBE. A Ins muestras se les afladid 1/5-1/10 de su volumen
de una solucion compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenol al 0,2% (p/v),
xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. Una vez terminada la electroforesis, los geles
se tifleron con azul de metileno y se recortd la banda de DNA deseada en cada caso. El

DNA se eluyd de la banda de acrilamida tal como describen Sambrook y cols. (1989).

18.2- Técnica del GeneClean

Los fragmentos que se desean aislar se separan primero mediante una electroforesis
en geles de agarosa. Posteriormente, sc recortan las bandas de interds y ¢l DNA se purifica
de la agarosa mediante su adsorcién a diminutas particulas de vidrio siguiendo la técnica de

Geneclean, tal como recomiendan los frabicantes (Bi 101 Inc., La Jolla, CA, USA).

18,3~ Técnica de la -Agarasa

El empleo de esta téenica también requiere la separacion previa de los fragmentos
mediante electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusién y posterior tratamiento
de la banda extraida con [a B-Agarasa, que hidroliza la agarosa, liberando ¢l DNA. Para ello
es necesario fundir previamente la banda de agarosa recortada en el tampdn adecuado (10
mM Bis tris-HCI pH 6,5; 10 mM EDTA) antes del tratamiento con la B-agarasa durante una
hora a 40-42°C. Tras tratar con fenol y precipitar el DNA, éste se disuclve en el volumen
adecuado de TE. Tanto la enzima como el tampén se obtuvieron de BioLabs (New

England, USA).
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19- SECUENCIACION DE DNA

La secuenciacion de DNA se realizo segtin el método de Sanger y cols. (1977). Para
la reaccion de secuenciacion se utilizd el T7 Sequencing™ Kit (Pharmacia) y como
nucledtido  marcado  radiactivamente, [a-“S]dATP (Amersham), siguiendo las

recomendaciones de los fabricanies.
20- TECNICAS DE HIBRIDACION DEL DNA y RNA

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron mediante
la~ téenica del random-primer utilizando [a-*P)dCTP (400 Ci/mmol, 10 nCi/ul)
(Amersham), el fragmento Klenow, la solucién de iniciadores (Pharmacia) y los dNTPs
seguin se indica en Sambrook y cols, (1989). Todas las hibridaciones y lavados se hicieron
entre 65 y 37°C segiin las circunstancias.

El marcaje de oligonucledtidos sintéticos se llevo a cabo mediante la utilizacion de la
T4 polinucledtido quinasa utilizando como isétopo [y-2*P] ATP (5000 Cifmul, 10 nCiul)]
siguiendo las indicaciones de Sambrooks y cols. (1989). Las hibridaciones se realizaron
entre 37-40 °C y los lavados se hicieron sucesivamente a mayor temperatura, dependiendo
del oligonucledtido utilizado como sonda y de la radiactividad incorporada en las

membranas.

20.1- Southern-blot

La hibridacién del DNA mediante la téenica descrita por Southern (1975), se realizod
siguiendo el protocolo de Sambrook y cols. (1989). Las membranas de nylon para la
transferencia del DNA se obtuvieron de Schleicher and Schuell. Las bandas radiactivas se
detectaron utilizando peliculas Hyperfilin"™.Mp (Amersham) y pantallas amplificadoras
Dupont, Cronex Lightning Plus, & -70°C. La deshibridacion de las membranas se realizd con
un primer tratamiento con NaOH 0,4 M durante 30 minutos a 45°C, y un segundo
tratamiento con 0,1 x SSC (NaCl 0,3 M, citrato sodico 0,003 M) y SDS 0,1% otros 30

minutos a [a misma temperatura,
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20.2- Hibridacién de DNA sobre filtros de colonias celulares

Las colonias de . coli se transfirieron a filtros de nitrocelulosa (Miilipore HATF,
tamafio de poro 0,45 pm) como se indica en Sambrook y cols. (1989). Las células se lisaron
sobre el filtro mediante tratanientos sucesivos, de § minutos de duracion cada uno, con las
soluciones que se indican: i) NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M (2 veces); i) Tris-FHCL LM, pH 7,0;
ii) Tris-HCI 0,5 M, pH 7,0 y NaCl 1,5 M; iv) 2 x SSC (NaCl 0,3 M, citrato sddico 0,003
M). La fijacion del DNA al filtro se realizd mediante incubacion a 80 °C durante 2 horas,
Para eliminar los restos celulares, los filtros se hirvieron en agua destilada duranie 10
minutos. La hibridacion con la sonda radiactiva se realizd como se deseribe en Sambrook y

cols. (1989).

20.3- Northern-blot

Tras el aislamiento de RNA, tal como se indica en el apartado 12, las muesiras se
cargaron en geles de agarosa con formaldehido y se corrieron a 9 V/em durante la noche. El
gel se dializd varias veces contra agua y se tratd segin describen Sambrook y cols. (1989),
La transferencia de RNA se realizo mediante vacio utilizando como tampon 20 x SSC. La
membrana se secd durante 30 minutos a 65°C y, posteriormente, se fijo el RNA con

radiacion ultravioleta 10 minutos.

20- TECNICA DE PRIMER EXTENSION PARA LA DETERMINACION DE LOS
SITIOS DE INICIACION DE LA TRANSCRIPCION

El RNA (19 pg ) y el oligonucledtido marcado radiactivamente en su extremo 5°
con ¥**P ATP (10% cpm) se precipitaron conjuntamente, resuspendiéndose el pellet en 30 pt
de buffer de hibridacion (40 mM PIPES pHt 6.4, 1 mM EDTA pH 8; 0,4 M NaCl y 50%
formamida), desnaturalizando con calor a 85°C durante 10 minutos e incubando 12 horas a
30°C. El hibrido RNA-cligonucledtido se precipité con etanol y se disolvié en 10 wl de la
mezcla de reaccion de la transcriptasa inversa { 1x tampdn AMV (Promega); 0,9 mM dNTPs
pH 7; 0,4 U de RNAsina, y 3 U de¢ enzima {avian myeloblastosis virus, Promega)]. La
reaccion de extension transcurre durante una hora a 42°C y se detiene con NaOH & una
concentracion final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a temperatura ambiente para

desnaturalizar los acidos nucleicos. Posteriormente se neutralizd la mezela con acido acético
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0,4 M y se precipito con dos volimenes de etanol absoluto, disolviéndose en una solucién
1:1 (v/v) de agua y solucion de colorante (azul de bromofenol al 0,3%, xilencianol al 0,3%,
10 mM de EDTA pH 7,5 y 97,5 % de formamida desionizada). Para determinar el sitio de
iniciacion de la transcripeion se llevo a cabo una electroforesis en un gel de poliacrilamida al
6% conteniende urea 8 M utilizando como referencia una reaccidon de secuenciacion del
plasmido que contiene la zona promotora de¢ interds. El resultado se determina por

autorradiografia.

22- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Para llevar a cabo la amplificacién se empled un equipo de Pharmacia LKB vy las

enzimas Pfi DNA polimerasa (Stratagene) y Replitherm™ DNA polimerasa termoestable
(Epicentre). Las condiciones de amplificacion se especifican en cada caso. Los productos

amplificados se purificaron por la técnica de la -Agarasa.

58



RESULTAIOS

59

[II- RESULTADOS



RESULTADOS

60

Clostridium acetobuiylicum



RESULTADOS

1- CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN ESTRUCTURAL espA

La proteina CspA (Clostricdium Secretable Protein) se caracteriza por ser la proteina
mas abundante en el medio de cultivo de (. acetobufylictm NCIB 8052, Esta proteina ha
sido purificada mediante cromatografia de afinidad en columnas de DEAE-celulosa,
conteniendo el extracto purificado mas del 90% de la proteina CspA (Garcia y cols., 1988).
Dicha preparacién presentaba la peculiaridad de mostrar una actividad litica de pared
dependiente de colina, la cual sc caracterizd como una amidasa (Garela y cols., 1988). Por
ello parecia interesante la caracterizacidon bioquimica y molecular de dicha proteina ya que

podria tratarse de una autolisina dependiente de colina,

1.1- Clonacidn del gen espA

Puesto que en el extracto purificado en DEARE-celulosa, la proteina CspA no estaba
totalmente pura, se procedio a su purificacion mediante electroelucion siguiendo el
procedimiento que se indica en ¢l apartado 6.1 de Materiales y Métodos (Fig. 10). A partir
de la proteina pura se ilevd a cabo la determinacion de la secuencia de aminodcidos de su
extremo amino terminal (Fig. 5). Esta secuencia se utilizd para la sintesis de los
oligonucleodtidos degenerados, denominados Ol y 02 (Fig. 5), que se utilizaron como
sondas para el andlisis de varias genotecas construidas a partir del DNA cromosémico de C.
acefobu(ylicunt NCIB 8052 digerido con diversas enzinas de restriccion y ligado al vector
de clonacion ptJCI18, utilizando £, coli TG-1 como huésped. La seleccion de las enzimas de
restriccion mas adecuadas para construir genotecas se realizd en base a los resultados de
experimentos de Sonrhern-blot, utilizando como sondas oligonucledtidos sintéticos u otros
fragmentos clonados. De este primer andlisis se obtuvo un clon positivo que contenia el
plasmido recombinante pKIT10 (Fig. 5) que portaba un fragmento PstI de 279 pb y que
codificaba para ta region N-terminal de la proteina CspA. La ulilizacion de este fragmento
Pstl como sonda permitié la obtencién de un nuevo plasmido recombinante denominado
pKDI543 (Fig. 11) que contenia tres fragmentos Dral aislados a partir de una genoteca
Dral, Mediante técnicas de hibridacion se determiné el fragmento Dral que contenfa el gen

cspA, el cual se aislo, purificd y se subcloné en pUC18 para dar lugar al plasmido pKDES43
(Fig. 5).
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EFigura 5- Mapa fisico del gen cspA. En la parte superior de In figura se muestra I sccuencia de
aminodcidos de la region N-terminal de la proteina CspA en cédigo de tres letras, O1 y 02 son los
oligonucieotidos sintéticos utitizados en ¢l primer andlisis de genotecas. Bl trazo grueso negro corresponde
al gen estructural espd y ¢l trazo fino a las regiones 5' y 3' no codificantes, Los insertos de los plasmidos
pKIT10, pKDES43 y pKDI1544, derivados de pUCIS, se tlustran cn la parte inferior de la figura. O3 y O4
son los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la amplificacion por PCR de la regién 5' del gen espd.
Dianas de restriccién: D, Dral; H, Hindlll; Ev, EcoRV, Py, Pull; P, Psil; Ss, Sspl. La longitud de los

fragmentos se indica en kb,

Puesto que el gen adin cstaba incompleto, como se pudo comprobar por su
secuencia, Ia clonacién del extremo 5° del gen se llevd a cabo mediante la técnica del PCR
inverso (IPCR) (Hanada y cols., 1993), siguiendo la estrategia que se muestra en la figura 6.
Puesto que conociamos que el fragmento Dral ya clonado contenia sélo un sitio Sspl
situado después del bucle de terminacion y que por Southern-blof el tamaiio del fragmento

Sspl contenia el gen completo, se sintetizaron dos oligonucledtidos para amplificar mediante
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PCR el resto del fragmento Sspl que nos faitaba, utilizando como molde fragmentos de
DNA digeridos con Sspl y religados consigo mismo (Fig. 6). De esta manera se amplificd
un fragmento de aproximadamente 700 pb que se ligd a pUCIS digerido con Smal,
transformandose posteriormente /o coli TG-1. Consecuentemente se obtuvo el plasmido

pKDI1544 que cantiene la region §' del gen espet,

ey Glostenduin atatobulyleum
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Figura 6- Estrategin de PCR utilizada para la clonacion del extremo §' terminal del

gen espA, Bl trazo grueso negro corresponde o la region de DNA de secuencia conecida. El trazo rayado

corresponde a la region de DNA que nos interesa clonar y secuenciar. El trazo fino corresponde al DNA del
vector  de  clonacion  pUCIS. 03 (S“ATAAGCAGGCACTAAAGCCATAA-Y) y 04 (-
CTCAAACTTCAGCAGGATGGACTT-3"Y son los oligomiciedtidos sintdticos ulili'mdds para la
amplificacién por PCR de la regién 5' del gen cspA. Las abreviaturas utilizadas: Ap®, resistencia a
Ampicilina; Ss, Sspl; S, Smal. Las condiciones utilizadas eu la amplificacién fucron las siguicntes: 1 min a
98°C para la desnaturalizacién, 2 min a 63 C para la reasociacion y 2,5 min a 70°C para la extension con la
enzima duranie los 5 primeros ciclos. Los 30 ciclos reslantes se hicieron con otras condiciones: 43 s a 96°C,

I mina63°Cy 2.5 mina 72°C.
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1.2- Anilisis de Ia secuencia de nucledtidos del gen cspA

La secuenciacion de los plasmidos que codifican para la proteina CspA se llevd a
cabo mediante la preparacion de subclones de dichos plasmidos y secuenciacién de los
mismos mediante ta utilizacion de los primery universales obtenidos a partir de la secuencia
del vector (pUCI8). En algunos casos, se¢ utilizaron oligonucledtidos sintéticos como
iniciadores. La secuencia de nucledtidos del gen espA y la secuencia de aminodcidos
deducida de la misma se muestra en la figura 7. El codén de iniciacién va precedido por un
posible sitio de union al ribosoma (RBS) situado a 11 nucieétidos del ATG. Mediante la
técnica de primer extension ha podido determinarse el sitio de iniciacion de la transcripeion
situado a 29 pb del codon ATG (Fig. 8). Anterior a éste se localizan dos secuencias
caracteristicas de promotores de genes de procariotas reconocidas por la subunidad o-70 £.
de coli y o-43 de B. subtilis (Fig. 7). La regidn 5' que precede al coddn de iniciacion es més
rica en A+T que la regién que codifica para ta proteina CspA, siendo la relaciéon de un 93%
y 64%, respectivamente. A 27 pb del coddn de terminacion TAG se localiza una secuencia
palindromica capaz de formar una estructura de bucle que presenta una energia libre tedrica
de -17,9 kcal/mol. Esta estructura va seguida de una secuencia rica en residuos de timina y
podria actuar como un terminador de la transcripcion de tipo rho-independiente (Rosenberg

y Court, 1979),

13- Anilisis de la secuencia de aminodcidos y comparacién con otras proteinas de!
banco de datos

El analisis de la secuencia de nucledtidos revela que el gen cspA consta de 1.774 pb
que codifican para una proteina de 590 aminodcidos con M, de 63.740 y un punto
isoeléctrico de 4,1. Dicho peso molecular es sensiblemente inferior al estimado de 110.000
tras la electroforesis en SDS-PAGE. La comparacion entre el amino terminal de la proteina
madura, y el deducido de la secuencia de nucledtidos, revela que la proteina es inicialmente
traducida con un péptido sefial de 26 aminoacidos. Este péptido sefial presenta las mismas

caracteristicas que otros péptidos sefiales tipicos de bacterias (Simonen y Palva, 1993).
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Figura 7- Secuencia de nucleétidos del gen cspA. Sc mucstra la sccuencia de aminoicidos en
cadigo de una letra por encima de {a sccuencia de nucledtidos, Las dos posibles sccuencias promotoras -0y
-35, ¢l sitio de unién al ribosoma (RBS) y ¢l posible terminador de transcripcion aparccen subrayados. P1.
P2, P3 v P4 hacen referencia a los motivos de unién a colina presenies en la proteina CspA y T aun posible

motivo imperfecto. Il codén de terminacién (FAGY) se indica con un asterisco.
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Figura 8- Anilisis del sitio de iniciacion de la transcripcion mediante primer

extension. A la izquierda de la figura se muesira la secuencia del plismido pKDI1544 realizada con el
oligonucledtido O3 (Fig. 5). A la derecha (1) se muestra la migracin de la banda correspodiente al sitio de
iniciacion de la transcripcién que se cormesponde con 1a A marcada con un asterisco. 5¢ sefiala también la
siluacidn del coddn de iniciacién de la traduccidn ATG.
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El perfil de hidrofobicidad (1P}, segun describen Kyte y Dootittle (1982), indica que
la mayor parte de la proteina es hidrofilica (Fig. 9). La proteina esta constituida por un 18%
de residuos acidos (Glu y Asp) y un 10% de residuos basicos (Lys, Arg ¢ Lis). Solo hay
presente una cisteina en toda la moléeula. También se han localizado cuatro silios
potenciales de N-glicosilacion (N-X-T/8) en las posiciones 545, 558, 565 y 573 (Iig. 7)
(Paul y cols., 1986).

1 1l 1 Jord ek I 1

1 1 1| 1
280 abo 450 550

Figura 9- Perfil de hidrofobicidad de Ia proteina CspA. Se {levd a cabo de acuerdo con cl
método de Kyte y Dooliltle (1982).

La comparacion de la proteina CspA con las incluidas en la base de datos del EMBL
reveld que la regién C-terminal de esta proteina era muy similar al dominio de union a
colina de las enzimas liticas de S, preunmoniae y sus bacteridéfagos (Garcia y cols., 1990;
Lépez y cols., 1992; Ronda y cols., 1987) y del antigeno PspA (Yother y cols., 1994) (Fig.
57, pag. 162). También presentaba una importante similitud con las toxinas de C. difficile, y
con la GBP y GTTFs de Streptococcus. Un andlisis detallado de la regién C-terminal mostrd
que estaba compuesta de cuatro motivos repetidos de 20 aminoicidos de longitud y una
cola correspondiente a un quinto motivo imperfecto (Fig. 7). Dado que se ha demostrado
que en las enzimas de neumococo estos médulos conficren la especificidad de union a la

colina, es evidente que los modulos de esta proteina son los responsables de la union a
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dicho ligando. Sin embargo, ¢l dominio N-terminal no mostrd una similitud considerable
con las proteinas de la base de datos.

1.4- Fraccionamiento subeelular

La proteina CspA, purificada por cromatografia en columnas de DEAE-celulosa y
postenior electroelucion de la misma, se utilizd para la obtencion de un suero anti-CspA lo
que permitid estudiar la localizacion subcelular de dicha proteina mediante Western-blot
(Fig. 10).

Figura 10- Distribucién subcelular de la proteina CspA. Calles A y A', proteina CspA
purificada mediane electroclucion a partir de un extracto purificade por cromatografia de afinidad en
columnas de DEAE-celulosa, a partir del sobrenadanie de un cultivo de © acerobutylicum NCIB 8052
Calles B y B', sobrenadante del medio de cultivo; Calles C y C', envueltas celulares; Calles D y I, fraccién
citopldsmica. M, marcadores de peso molecular pretefidos cuyos tamafios se muestran en la parte izquierda
de la figura expresados en kDa. La parie de la figura situada a la izquierda de los marcadores corresponde a
una electroforesis en SDS-PAGE de las fracciones mencionadas anteriormente y posterior tincidn con azul
de Coomassie. La parie de la derecha corresponde al andlisis por Western-blor de las distintas fracciones
utilizando el anticuerpo policlonal anti-CspA.
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A pesar de que la proteina CspA fue inicialmente detectada en el medio de cultivo,
se localiza también en la envuelta celular y, en menor cantidad, en la fraccion citoplasmica.
Los anticuerpos reaccionaron también con una proteina de M, 125.000 que aparecia en
mucha menor cantidad junto con la CspA tras la purificacién por cromatografia de afinidad
en columnas de DEAE-celulosa, sugiriendo que podria ser una proteina relacionada.
Curiosamente esta proteina parece ser mas abundante en la envuelta celular que en el

sobrenadante del medio de cultivo.

1.5- Expresion del gen espA en E, coli

La region estructural del gen cspAd se reconstruyd de acuerdo con el esquema
presente en la figura 11. Se utilizé un /inker sintético que proporcionase ¢l RBS del gen /pp
de Iv. coli, el coddn de iniciacion, asl como el coddn correspondiente a la fenilalanina
presente en la posicién 2 de la proteina CspA. Esfuerzos iniciales por clonar el fragmento
cromosémico Sspl conteniendo el gen espA completo o la reconstruccion directa del gen en
el plasmido pUCI9 u otros vectores de expresidn que presentaran promotores fuertes,
como el plasmido pINIIIA3 con el promotor Jpp”, fueron infructuosos ya que los clones
obtenidos contenfan siempre plismidos delecionados. Sélamente cuando el gen cspd fue
clonado en pUC18 en la orientacién contraria al promotor /ac, fuimos capaces de extraerlo
de dicho plasmido y de clonarlo y expresarlo bajo el control de dicho promotor en el
pUC19. En la figura 12A se pucde observar como el crecimiento de k. coli (pKDIS47)
sufre un retraso en el crecimiento tras la induccién con IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosido) sugiriendo que la expresién del gen csp4d en L. coli provoca una
alteracion del metabolismo del huésped.

La produccion de la proteina CspA en [ coli (pKDIS47) se detectd mediante el
andlisis por Western-blot, purificandose posteriormente mediante cromatografia de afinidad
en columnas de DEAE-celulosa, dada la presencia de un dominio de union a colina (Fig.
12B). Es interesante destacar que la proteina CspA producida en L. colf presenta un M, de
80.000 el cual es superior al deducido de su secuencia de aminoécidos, pero inferior al de la

proteina producida en C. acetobuiylicum.
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Figura 11- Reconstruccion del gen esiructural cspA. El trazo grueso negro corresponde al
linker wilizado para introducir los codones que codifican para los dos primeros aminofcidas del gen
estructural cspA asi como el sitio de unién o ribosoma del gen {pp (lipoproteina) de £. cofl. El trazo grucso
rayado corresponde al gen estructural cspA incomplelo. El trazo fino corrosponde al DNA plasmidico,
Stmbolos: D, Dral; B, EicoRl: X, Xbal; lac", promotor de los genes del operén de In lactosa; Ap”, resistencia

a ampicilina. Los asleriscos indican que cxislen otras dianas de restricctdn para la misma enzima cn ¢l

DNA plasticdico.
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Figura 11- Expresion del gen cspA en E coli. A) Curva de crecimiento de E coli TG-1 (pUC19)
(V) ¥ E coli TG-1 (pKDI547) (o). La flecha indica ¢l momento en que se afladio el agente inductor IPTG (1
mM) al medio de cultivo. B) El panel de la izquierda corresponde a la tincién con azul de Coomassic de la
proteina CspA. producida en E. coli y purificada en columnas de afinidad en DEAE-celulosa. El panel de la
derecha corresponde al andlisis medianie Western-blot de dicha proteina utilizando &l anticuerpo policlonal
dirigido contra la proteina CspA. Los marcadores de peso molecular standard (linca M) y los preteflidos
(limea M’y s¢ expresan en kDa, DO, densidad optica.
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La diferencia de tamafio entre la proteina expresada en Clostridium y la expresada
en £. coli, superior en ambos casos al deducido de la secuencia de aminoacidos, nos hizo
pensar que la proieina podria estar glicosilada. Se analizd la presencia de azicares
utilizando un kit de deteccion de glicoproteinas siguiendo las pautas que se indican en
Materiales y Métodos (apartado 11). En vista de que la proteina CspA did positivo en el
test de deteccion de glicoproteinas (Fig. 13), se llevd a cabo la determinacion del contenido
de aziicares mediante GPLC, confirmindose la presencia de un 12% (p/p) de ramnosa.
Puesto que nos interesaba conocer el tipo de unidn entre ¢l azicar y la proteina se realizd
un tratamiento con N-glicosidasa y O-glicosidasa, aunque no se observd ninguna alteracion
en la movilidad de la proteina cuando se analizd mediante SDS-PAGE. Es curioso observar
como la proteina de A, 125.000 que reaccionaba con el anticuerpo policlonal anti-CspA
también resultd ser una glicoproteina. Esto nos hizo pensar que quizis se tratase de la
proteina CspA con un mayor porcentaje de glicosilacion o bien de una proteina relacionada.

Figura 13- Deteccién de glicoproteinas en geles de SDS-PAGE. Calle |, patrones de peso

molecular expresados en kDa; calle 2, extracto purificado en DEAE-celulosa conleniendo la proteina Cepi;
calle 3, Transferrina (control positivo)
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La actividad litica de pared, utilizando extractos crudos de E. coli expresando la
proteina CspA (pKDI547) y parcdes de . acetobuiylicum NCIB 8052 con colina marcada
radiactivamente, fue nula. Por otro lado, los anticuerpos anti-CspA no inhibieron la
actividad litica presente en el extracto purificado en DEAL-celulosa a partir del
sobrenadante del cultivo de C. acetobuiylicurn NCIB 8052, Ambos resultados descartan en

gran parte la posibilidad de que la proteina CspA sea una enzima litica.

1.6- Andlisis de la presencia del dominio de unién a colina en otras cepas de C
acetobutylicim

Para demostrar la presencia de genes homologos al gen cspA en otras cepas de C.
acetobutylicum, se realizé un Southern-blot con DNA cromosémico extraido de las mismas
tras la digestién con la enzima de restriccion Hincll. La hibridacion se realizd en
condiciones no estrictas (45°C), utilizando como sonda el fragmento PvnIl-Sspl que
codifica para el dominio de unidn a colina de la proteina CspA (Fig. 5). Ademés de en la
cepa NCIB 8052, las cepas NI-4 y NI-504 en las cuales se habia descrito la presencia de
colina en la pared (Podvin y cols., 1988), contenfan secuencias que hibridiban con el
dominio de unién a colina del gen cspA (Fig. 14). Estos resultados muestran también que el
DNA cromosomico de la cepa NCIB 8052 contiene al menos cuatro secuencias que deben
codificar para dominios de unién a colina. Respecto a la cepa NI-504, a pesar de estar
considerada como un mutante de la NI-4, presenta un perfil de hibridacién diferente. Con la
cepa ATCC 824 no aparecia ninguna banda de hibridacién como cabria esperar pues es
sabido que no contiene colina en su pared. Adem#s Wilkinson y cols. (1993) hablan
propuesto que las cepas NI-4 y NCIB 8052 eran la misma, y sin embargo nuestros
resultados indican que se trata de cepas diferentes. Todos estos datos revelan la posible
existencia de genes que codifican para proteinas con dominios de union a colina en las cepas

de C. acetobutylicum que contienen colina en la pared.
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Figura 14- Andlisis mediante Sowthern-blot del DNA de diferentes cepas de C

acetobutylicum. El panel de la izquierda muesira las digestiones Hincll de los DNAs de diferentes cepas
de C. acetobutylicum tras la tincidn con BrEl y visualizacién mediante radiacidén UV. El panel de la derecha
muestra la autorradigrafia del andlisis mediante Southern-blor. Las cepas de C. acefobutvlicum analizadas
fueron: NCIB 8052 (calles A y A"), NI-504 (calles B y B"), NI-4 (calles C y C") y ATCC 824 (calles D ¥
D). Los marcadores de peso molecular (A/BsEIT) sc muestran a la izquicrda en kb, La sonda utilizada fue
el fragmento Pywll-Sspl que codifica para el dominio de unién a colina del gen cspd. La iemperatura de
hibridacidn v lavado fue de 45°C
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2- CARACTERIZACION MOLECULAR DE UNA FAMILIA DE GENES QUE
CODIFICAN PARA PROTEINAS CON DOMINIOS DE UNION A COLINA (Csp)

La hibridacion del DNA de C. acelobuiylicum NCIB 8052 digendo con Hincll con
el fragmento del gen que codifica para el dominio de unidn a colina de la proteina CspA,
daba lugar a la apancion de cuatro bandas, correspondiendo la mas intensa a la del gen cspA
(Fig. 14). Se estudid la posibilidad de clonar los genes correspondientes a las otras tres
bandas de hibridacion puesto que, al igual que en neumococo, podrian codificar para otras
proteinas implicadas en el metabolismo de la pared bacteriana. La seleccion de las enzimas
de restriccion mas adecuadas para la construccion de genotecas, se realizd en base a un
experimento de Southern-blot con el DNA de C. acetobutylicum NCIB 8052 digerido con
diferentes enzimas de restriccion e hibridado a 55 *C con la sonda que codifica para el
dominio de unidn a colina del gen cspd (Figura 15). De esta manera se clonaron a partir de
una genoteca FcoRV dos fragmentos correspondientes a dos de las bandas de hibridacion y
mediante una genoteca Sspl el tercero. A continuacion se describe la estrategia de clonacion
de estos tres genes asi como su secuenciacion.
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Figura 15- Anilisis mediante Southern-blot del DNA de C acetobutylicum NCIB 8052.
El DNA s¢ digind con las enzimas Dral (calle 1), Sspl (calle 2), EcoRl (calle 3), EcoRY (calle 4), Hincll
(calle 5), HindlIl (calle 6), Psrl (calle T) y XBal (calle 8). En ¢l margen izquierdo de la figura se muestran
los tamados en kb de los fragmentos de restriccion uiilizados como marcadores (J/B=EL). Se wiilizd como
sonda el fragmento Prull-Sspl del plasmido pKDES43 que codifica para el dominio de unidn a colina de la
protcina CspA. La iemperatura de hibridacién y lavado fue de 553°C.
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2.1- Clonacién y secuenciacién del gen cspBB

Este gen ha side clonado en tres fragmentos que nos han permitido determinar la
secuencia nucleotidica del mismo. El primer fragmento clonado fue obtenido mediante el
analisis de una genoteca FecoRV del DNA de C. acefobutylicum NCIB 8052 preparada en
pUCI8 digerido con Smal y utilizando como huésped k. cofi TG-1. Las genotecas se
analizaron mediante hibridacién de DNA sobre filtros de colonias celulares en condiciones
no estrictas (55°C), utilizando como sonda ¢l fragmento Pvrll-Sspl del plasmido pKDES43,
que codifica para ¢l dominio de unién a colina de la proteina CspA. De esta manera se
obtuvo un clon positivo que contenia ¢l plasmido recombinante pKC33, con un inserto de
aproximadamente 3 kb (Fig. 16), que contenia la regién que codificaba para el dominio de
unién a colina de dicha proteina, tal como esperdbamos tras los experimentos de Soutfiern-

blot realizados previamente.
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Figura 16- Mapa fisico del gen esp3. En la parte superior de la figura se muesira ¢l mapa fisico del
fragmento de DNA que contiene la secuencia completa del gen espf3, resultado de la unidn de los insertos de
los plasmidos pKC33, pKCI38 y pKC340. El trazo negro grueso hace referencia al gen estructural espl3, El
trazo continuo corresponde al fragmento de DNA secuenciado (Véase Fig. 18). El trazo discontinuo es DNA
que queda por secuenciar. Los trazos finos de la parte inferior de la figura hacen referencia a los tamafios do
los inscrtos clonados y utilizados en la secucnciacion del gen cspB y regiones no codificantes. OB1 (5'-
CGGAATTCCGTCAGCTGCATCGTAAGCGTCG-3Y) y OB2 (CGGAATTCCGGCGACAGGTT GGG-3Y)
son los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la clonacién mediante IPCR del extremo 5' del gen espB.

Dianas de restriceién: Bv, LeoRV; H, HindIl1; He, Hincll, D, Dral; Ss, Sspl; S, Smal,

76



— RESULTADOS |

En un intento por clonar la regidn 5° del gen, se analizd una genoteca Hincll
construida en pUC18 digerido con Smal, utilizando como sonda el fragmento Hincll de 387
pb del plasmido pKC33 (Fig. 16), basandonos en los datos previos obtenidos mediante un
experimento de Sowthern-blot hibridado con dicha sonda (Figura 17).
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Figura 17- Anilisis mediante Southern-blot del DNA de C acetobutylicum NCIB 8052.
El DNA se digirié con las enzimas Sspl (calle 1), Pvull (calle 2), Pstl (calle 3), Fﬂndill (calle 4), Hincll
icalle 5), EcoRl (calle 6), Dral (calle 7). En ¢l margen izquierdo de la figura s¢ muestran los tamados en kb
de los fragmentos de restriccion utilizados como marcadores (A/BsEIl). Se utilizd como sonda el fragmento
Hincll del plismido pKC33. La temperatura de hibridacion y lavado fue de 65°C.

De esta manera se aisld el plismido recombinante pKC338 con un inserto de 1 kb
(Fig. 16). Como ain estaba incompleta la secuencia del gen cspB, se siguid la técnica de
IPCR al igual que en el caso del gen cspd, para terminar de clonar lo que nos faltaba. La
enzima de eleccion, en este caso, fue Oral que da lugar a una banda de restriccion superior
en tamaiio a la de Hincll y, por tanto, con una mayor probabilidad de clonar el resto de la
secuencia del gen (Fig. 17). Para ello la estrategia seguida fue igual a la que se muestra en la
figura 6, pero en este caso el DNA cromosomico se digirid con Dral. EI DNA
recircularizado se utilizdé como molde para la amplificacion con los oligonucledtidos OB1 »
0OB2 del fragmento que nos interesaba (Fig. 16), siendo las condiciones del PCR las mismas
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que en ¢l caso del gen espA pero con una temperatura de anillamiento de S0°C. Puesto que
los oligonucledtidos fueron disefiados con un sitio de restriccion LcoRI, el fragmento
amplificado de 1,1 kb y el vector de clonacién pUCI18 se digirieron con dicha enzima, se
ligaron y con la mezcla de ligacion se transformé E. coli TG-1. Mediante hibridacién de
colonias, utilizando como sonda radiactiva el fragmento BamHI-Sspl de 278 pb del
plasmido pKC338, se aislé un clon positivo con el plasmido recombinante pKC340 (Fig.
16).

En la figura 18 aparece la sccuencia compieta del gen realizada mediante la
preparacion de subclones de dichos plasmidos y secuenciacion de los mismos con
oligonucledtidos sintéticos y primwers universales. Se puede distinguir un marco de lectura
abierto de 1.708 pb, que codifica para una proteina de 635 aminodcidos, correspondiendo el
péptido sefial a los 29 primeros residuos. La proteina sin procesar presenta un M 69,771,
siendo de 66.959 para la protefna madura. El codén de iniciacion ATG va precedido de un
posible RBS (AGGAGQG) a 8 nucledtidos de distancia. A 133 pb del coddn de terminacidn
se localiza una posible estructura en bucle con una energia libre tedrica de -25,2 kcal/mol,
seguida de una sccuencia rica en residuos de timina, la cual podria actuar como un
terminador de la transcripcidén rho independiente. Un andlisis detallado de la region C-
terminal indica que estd compuesta por 6 motivos repetidos, estructurados y con las mismas

caracteristicas que los motivos de unién a colina de otras proteinas (Fig. 57, pag. 162).

2,2- Clonacién y secuenciacion del gen cspC.

El gen cspC se ha clonado en dos fragmentos que han permitido determinar la
secuencia nucleotidica de la regiéon que codifica para la proteina CspC madura, ya que la
parte 5' del gen con la secuencia correspondiente al péptido sefial con el ATG, el RBS y Ia
posible regidn promotora, no se han podido clonar. En primer lugar se clond un fragmento
de 1,2 kb tras el anilisis de un genoteca £coRV construida en L.coli TG-1 y utilizando
como vector de clonacion pUCI18 digerido con Smal. El plasmido recombinante obtenido
denominado pKC31 (Fig. 19) contenia, como se comprobd posteriormente por secuencia,
una region que codificaba para el dominio de unién a colina de la proteina CspC tal y como
cabria esperar al haber utilizado como sonda la regidn que codifica para el dominio de unién

a colina del gen cspA.
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Figura 18- Secuencia de nucledtidos del gen espB. Sc mucstra Ia scouencia de amino4cidos en

cédigo de una letra por encima de ta sccuencia de nucledtidos. El sitio de unidn al ribosoma (RBS) y el

posible terminador de transcripcidn aparecen subrayados. P1, P2, P3, P4, P5 y PG hacen referencia a los

motivos de union a colina presentes en la proteina CspB. El codon de terminacion (TAG) se indica con un

asterisco.
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Figura 19- Mapa fisico del gen estructural espC, En la parte superior de la figura se muestra cl
mapa fisico del fragmento de DNA que conticuen la secuencia incompleta del gen espC resultado de la
unién de los insertos de los plasmidos pKC31 y pKC314. Los trazos finos de la parte inferior de la figura
hacen referencia a los tamafios de los insertos clonados y que fucron utilizados en la sccuenciacion del gen
espCy regiones no  codilicantes. OCI (5'-GCTGGATCAACATCATCGGAGTC-3) y OC2 (5-
CGATGGATCTTTTGATGA GCTTTC-3") sou los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la clonacion
mediante IPCR del extremo 5' del gen cspC. Dianas de restriccion: Ev, ZcoRV, P, Pstly D, Dral; 8, Smal;
N, Neol,

Puesto que ¢l gen estaba incompleto se procedié de nuevo a la clonacion de la
region 5' del gen mediante IPCR. La enzima de restriccion Psfl, se escogid tras la
realizacion del experimento de Sowthern-blot que se muestra en la figura 20. La estrategia
seguida fue la misma que en casos anteriores al igual que las condiciones utilizadas para el
PCR, aunque con una iemperaiura de anillamiento de 60°C. En ecste caso, los
oligonucleatidos OC1 y OC2 utilizados para ¢l PCR no fueron disefiados con ninguna diana
de restriccion por lo que ¢ fragmento amplificado de 1,1 kb, después de tratarlo con el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa, se clond en un pUC18 digerido con Smal,
empleando como cepa receptora £. coli TG-1, Mediante hibridacion de colonias, utilizando
como sonda radiactiva el fragmento Ps/I de 551 pb del plasmido pKC31, se aisl6é un clon
positivo con el plasmido recombinante pKC314 que contiene la mayor parte de la region 5'

del gen estructural a excepcion de la regién que codifica para el péptido sefal (Fig. 19).
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Figura 20- Anilisis mediante Southern-blot del DNA de C acetobutylicum NCIB 8052,
El DNA se digirié con las enzimas Sspl (calle 1), Pyull (calle 2), Psrl (calle 3), HindIIl (calle 4), Hincll
(calle 5), EcaRl (calle 6), Dral (calle 7). En el margen izquierdo de la figura se muestran los tamafios en kb
de los fragmentos de restriccidn utilizados como marcadores (A/BstETI), Se utilizd como sonda el fragmento
Hincll del plismido pKC31. La temperatura de hibridacion y lavado fue de 65°C.

En la figura 21 aparece la secuencia, en nucledtidos y aminoacidos, de la region
estructural del gen que codifica para la proteina CspC procesada. La secuenciacion se
consiguié mediante la preparacin de subclones de los plismidos ya obtenidos y la
utilizacién de oligonucledtidos sintéticos y primers universales. Se puede distinguir un
marco de lectura abierto constituido por 1.808 pb que codifican para una proteina
procesada de 601 aminodcidos con un M, de 66.832. A 29 pb del codon de terminacion se
localiza una posible estructura en bucle con una energia libre de -29,3 kcal/mol, seguida de
una cola de poli-T, pudiendo actuar también como un posible terminador de la transcripcin
de tipo rho mdepmﬂmn La proteina CspC presenta también un dominio de unidn a colina
constituido por 5 motivos repetidos (Fig. 57, pag 162) y una cola terminal de 17
aminoacidos (Fig. 21).

2.3- Clonacién y secuenciacién del gen CspD.

El gen cspD) se clond en dos fragmentos aislados, en ambos casos mediante el
analisis de genotecas. En primer lugar, se clond un fragmento de 1,6 kb en pUCI18 digerido
con Smal tras el chequeo de un genoteca Sspl construida en E coli TG-1. El clon positivo
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12} GATGAAAMT TTAACAARU TAGAAGATATTGAT TCAGGAGATGACUC TOATC TAT TCGGAGAAAAATATC TTOATAT AAATGATGGTGAT TACAC TGT TGATT TAGATAANGG TAGTATA
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161° TEHNLETY X KV VYVRAY S LETHKGGY Y Y ADETEDRESKEDCEVSSQ
100)  ACAGAAATGAATGAGTATAMAAAGTTGTTGTCAGAGCATATTCATTAMMAAC AAAGG TGGATACTACTACGOUGACGAAGAAGATGAMG TAMAGARGAT TGTGAAGTAAGTTCTCAR

101" DD KTS AV QT DV BEGHLWRILDGGEY I YKFEDDHNTDO WD KVYY KV DG
1201 GATGATAAGACATCAGCTGT TCAMCAGACGT VGATGGAAMCC TATGGAGAT TAGATGOTGGAT AT ATCTATAMAT TTOATAATACAGATOA TTGGGACAAAGTT TACAAGTCGATGGA

41 S Fr DEL S YV YDIKTDHKIAMANWGSEDDDVY Y S L I GGXKSES DO HNHHKTHNRPT

1323 TCTTTTOATGAGCTTICAGTCTATGATAAAGACAATATAGCTGC TTGGAGTGAGATGATGA TG TTTAT TCAT TAATAGOAGGARAA TG TTC TGATOA TAATARCACT ARTCCTCCAACT
le=> ) [=n> P2

-401° T T A G W Y QAADGT®HT Y HNEKEDOGTUEKATGHWIL HNLNGYWY YL HNTDG

1443 ACAACTGCAGGATGGGTACARGETGE TOATGGANC TTGGACTTATAATAMAGAAGATOGANCTAAGGC TACTEGCTOG TTAMGTTAAA TGOAGT TIGGTATTATT TAMCACTGATGGT
[==> P} |==> Pd

21" VK AT GW LHILHNFNGY WYY LHIEPSGAIKHANTSHWHLHNLHNGTMHWYYL NS SG

1561  GTTATGGCTACTGOTTGGTTARAC TTARRTGOAGTTTGGTATTACTTARATCCATCAGGAGC TATGOC TACTAGC TGS TTAANCT TAMATGGARCTTGGTACTATTTARATTCATCAGGA
1-=> 5 I==> T

S6L" A M ATGW L HDHRGTHRLY Y L H S S5 GAHKLYNTT VYD GY VLGS NGAMWI
1681 GCTATGGCTACTGGTTROTTAAMTGATANTGOAAC TTGETATTATT TAMT TCATCAGGGGC TATG TTATATAACACAAC TG TTGATGGT TATGTAT TAGGC TCTANTGAIAGC TTGIATT

[0 n R 1
1903 AGATAGTTTTAATCTAATTATICCTTTATAMAGGACANGGTT T TCTATACTGTCG TITATATACATCC T TATC TAMCGATCGTATAGCT TACCTEGTTATT T T TATGCTATANC AR

1523 TAACATTICTATATCTAAATTGATCCOTACTGCATATATTICATACTICTCTARTT TTICTAT TCCTATATANCAC TAT TTTCACC T TAMT TCTT TATTGATCTCAGAACTTCATANG

2043 CTATTUTATATETCTANT TAATTATCATTTATAARC TCACACTAGATTTTAT ATACAGATATC

Figura 21- Secuencia de nucledtidos y aminodcidos del gen cspC. Se muestra Ja scouencia
de aminodcidos cn cddigo de una letra por encima de la sceuencia de nucledtidos. El sitio de union al
ribosoma (RBS) y ¢l posible terminador de transcripeion aparecen subrayados. P1, P2, P3, P4, y P35 hacen
referencia a 1os molivos de unién a colina presentes en la proteina CspC y T a un posible motivo imperfecto.

El codén de terminacidn (TAG) sc indica con un asterisco,
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con ¢l plasmido recombinante pKC21 (Fig. 22), se detectd por hibridacion de colonias,
utilizando como sonda el fragmento Pvull-Sspl que contiene la secuencia del dominio de

union a colina del gen espA.

H Ss Hc P H H He Ss

5/8s 5s/S
pKC21 l |
KC2il " >/®
» |
S/He He/S
pKC2i2 L ]
H H
pKC213 - }

Figura 22- Mapa fisico del gen cspD). En la parte superior de la figura se muestra ¢l mapa fisico del
fragmento de DNA que conticnen la secuencia completa del gen cspdd resultado de la unidn de los insertos
de los plismidos pRC21 y pKC213, Los (tnzos finos de la parte inferior de la figura hacen referencia a los
tamanos de los inscrtos clonados y utilizados en la secuenciacion del gen espC y regiones no codificantes.
Dianas de restriccidn: P, Psil; Ss, Sspl; 8, Smal;, H, Hindlll; He, Hinell,

La regién 5' terminal del gen se aislé mediante una genoteca HindlIl construida
también en TG-1, siendo el vector de clonacion un pUC18 digerido con HindIll y utilizando
como sonda ¢l fragmento Kpnl-PstI de 459 pb del plasmido pKC21 (Fig. 22), el cual ya se
habia utilizado previamente para la realizacion de un Southern-blot que nos permili6
scleccionar la cnzima de restriccidn mds adecuada para conseguir la clonacion del gen
completo (Fig. 23). Sc obtuvo de esta manera un clon positivo con el plasmido
recombinante pKC213 (Fig. 22).

Loos frapmentos que codifican para el gen cspD se secuenciaron mediante la
preparacion de subclones de dichos plasmidos (Fig. 22) usando oligonucleotidos sintéticos y

primers universales, dando como resultado Ia secuencia que se muestra en la figura 24. El
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andlisis de la secuencia de nucledtidos reveld que el gen esti constituido por 1.752 pb que
codifican para una proteina de 583 aminodcidos, correspondiendo los 26 primeros residuos
al péptido sefial. El A, de la proteina sin procesar es de 62,877 y para la proteina madura de
62.217. A 9 pb del codon de iniciacion ATG se encuentra la secuencia de un posible RBS.
Posee también la proteina un dominio de unidn a colina constituido por 5 motivos repetidos
(Fig. 57, pag. 162) y un cola terminal de 8 aminoacidos (Fig. 24).

Kb 1 2
S~
j«f%f
E:%ﬁ -
13—~/
| B -
0'7 —3

Figura 23- Andlisis mediante Southern-blot del DNA de C. acefobutylicum NCIB 8052,
El DMA se digirid con las enzimas Pstl (calle 1) y HindIll (calle 2). En ¢l margen izquierdo de la figura se
muestran los tamafios en kb de los fragmentos de restriccién wtilizados como marcadores (W/BstETI). Se
utilizé como sonda el fragmento Kpnl-Psl del plismido pKC21. La temperatura de hibridacién y lavado fue
de 65°C.

T e kR o T

2.4- Comparacion de las secuencias de nucledtidos y aminodcidos de los genes cspA,
espB, espCy espD.

La comparacion de las secuencias de nucledtidos de los genes cspd, cspB, cspC y
cpl) se muesira en la figura 25. Dicha comparacion se ha llevado a cabo teniendo en cuenta
el alineamiento en la comparacion de aminodcidos que se muesira en la misma figura.
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TAAAT TCAGUAMITACTAATATTTEAT TAAMAANATATC LA AAAAACCTOCAMATAA FACAAAMGACG TAGACAAGCA
RDS

TAMATAMGT TECTATAATAATATTC GTAARCCAGAATARTAT TTTTAAACC MAGATATTAT T T TTAANC TAATAAA T AN T TAATAMACCAAMAAAT CAAAG TCTAGE AGGAATATAC AN

H 1T ¥ RHKTEKATS LLVY AAMAAILI LS IVDIPAHRAAMDYTXIL1LDSQEG T 1 Y
ATGATAARMAGAATGACTAAAGCARCATC GV TACTAGTAGE TUCAGC TGCTAT TATTTC AATAGTACCTGC ACA TG NZITGACTAC ACARARATCGATTCACARGANGG TRC TATC TAT

DAV AY KDGSXUPE YV DGEVYHRDEKDEALAYVYDLADGEETYHNEHNETLSODIODSG
GATGCAGTMEATATAMGATGGTAAGTTC TATG T TGATGUAGAAGT TAATGACAAAGACGAAGE AGCTT ATTAT T TACAGATGATAMTACAATAATT TRTCAGATAT TGATAGT GGA

ADTOILI Y G S KY LEVYOQDGDY PVDLDNGS VTDESTEKEHNAMETDTDA
GCAGATACTGATATTTATGGATC TAANTAT TTAGAAGTACAAGATGG TGACTACTT TG T TGACT TAGATAATGG T TC AL TAACTAATGAATC TATAAM G AARATGCAGAAGATEATGCA

AS AL RKMNILRKEKDNDEKRYMSSERET I gnLAGAETLDAGHEKEFESA?D
GCATCAGCTTTAAGAAAGAACTT TAAGAAAGATAAT GATAARAGATATGC T TCARGCGAACG TOAANCAN TTCAROATT TAGC TOOCGCAGAMA TT GCAGGAMATAM TTC TCAGCTCCT

WYKFEYTKEDHATHNGS VAKLNVYYTDAGQGHY 1 DAMDYHNLGSI1K
TGGTATAAATTTGAATATACARAAGATARTGCAACAAACGGTTUAGTTGCTARAT TAM TG TTTATACTGAT GO TCAAGGAMA TTACATTGA TGC TGATTACAATT TAGGATCANT TAA

¥YTTTAS S TTSKY VY I ARTDDSYDADGTSDPATOGEKE KSSANSVD
GYAACTACAACTGEATCTTCACARCTTCTARAAC AGTAAC TATAGCTAATACAGATGATTC TTATGATGC TGATGGTACT TC TGATGC TAC TGUAMGARMGTTCAGUAAGTGE TGAT

TS AGHKY I GQODANYTI Y RTAKY TV HNAALNGATILITKXKIRGHDVYTV
ACTTCTGCAGGAAAAGTART TGGACAGATGCARAC TACATATACAGAACAGCAMGA T TACTCTAMTOCTGC TAAT/YAGC TRCAMTARC TAAMMA TAMATGGARTGGATGT TAGTGTY
b 66 HTFTVY S NGTIL GE S ASTVYGEFHRVY I QF TS KEAQASGHVY DG A
GATGGTGGACATACATE TACTATARCCART GOTACATTIMEIATC AAGTGC TAGTACAGT TGGATTCAATGT TATCUAAAAN TATCAMAGCAC MG TTCAGG TANTG T TGATGGAGC T

Y'Y A K 8 ¥ T T Y 1 V S5 DE PG KENEAF K Y DN YTV ANGETIVGSGYTAHRG
AAATATUUTAMTCAGTANCAAC TR ATATAGT TTCTGATGAAGA TGGAMMATGAAGCTTICOCTTATGATAAC TATAE T TTOCTAAG GGAAMAATAGT TUGTTATACTGC TANTGGT

THYHNTAT GT LB B KNWNGY Y Y VDLOGDEASE®RYKEHNASOTHKSAVDT
ACAMATGTAMTACTGCTACAGAANCATTANGC TCAAAGAACGGTT AT TACTATG T TOATT TAGOC GATCAR GCAAGTAAAGA TG TAAMGAMATGGTAC TARGAGTGC TG T TGATACA

P YDGKVHRLDPDANGY I Y KHDNHNDERDMTHKY Y KYDGS FDGGHS VYR
GATGTAGATGGAAAGGT T TGGRAGATTAGATGCTGGA TACATC TACAMATGGGATAATGATGAAGATTGGACAMAGTATACAARGTAGATGGATCATTTGATCARA TG TCAGTATACARG
' {==» PL
QDN TV AWSS XEDDVYVYS VY IGGHKAGT STDPYTDHITEVY HEGWY RKTD
CAAGATAATATCGTAGC T TGGAG TAMAGRAGATGAT GT TTACTCAGTAATTGG TGO TAMA GG TACAAGTACACC ARG AGATCC TACTCCAGT TG TARM T AAAGGATGGGTTAAGAC TGAT
J==> B2 {m=> P
AGHTFPYHNTODPTQVHEGQWVYNDGGVYHY VY ! KADGTHATGWI QDB
GCAGGTTHGACAT FCTACAATACTGATCCAAC TCAR GTAAMAGGACAATGGGT TAAC GATGG TGOAGT TTGGTATTACA TCAM GCTEATGGAAC TATGGCANCTGGT TGGATTCANGAT
I==3 04 {~u> D5
G 58T HYY L QS EGAHEKTGEWLHFDINGTHY Y LOSSGANHSTGEWIL HND
GOATCAACTTGOTACTATTTACAATCATCAGGAGC ANTGAAMAL TG TTGGTT AANTOATARCGGAAC T TGGTAC TACT TACAA TCATCAGGAGE AATG TC TACTGGTTGG T TAMTGAT
|==n T
N GT WY FLHSE B8 G AHLAMBNTTVYDOGYHN:
MTGGAACTTGGTATTTCTTAMATTCATCAGOAGCAATGTTAGCTARCACARC TGTTGATGGATACAATTAGGAGCAT! ‘AGHAGC T TGGAT TAAGTAATAMTTAAAATANATAGAAGTT

TAGATAATAMTTTTAACTTC TACAACATAATACTARAGATAMAGAT TACTTTTGAN I M TTICTTATTGAAAAG TGAL T ATAGGTANTGAAGCC TGCTCATAATGET ETATTTARATC

GTTATGAGCAGTTTTI T TOTGGTATCATTRATAGTATTT TTACAAAG TG TTAAATAAA

Figura 24- Secuencia de nucledtidos y aminodcidos del gen ¢spD. Sc muestra la secuencia

de aminodcidos en cddigo de una letra por encima de la secuencia de nucledtidos. El silio de unidn al

ribosoma (RBS) y el posible terminador de transcripeién aparccen subrayados. P1, P2, P3, P4, y P5 hacen

referencia a los motivos de unién a colina presentes en fa protelna CspD y T a un posible motivo imperfecto.

El codon de terminacion (TAG) se indica con un asterisco.
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Cuando se cuantifica la semejanza entre las regiones estructurales de los 4 genes (Tabla 6)
se observa que son muy similares. El porcentaje de identidad es muy parecido entre ellos
siendo el maximo de un 65,6% entre los genes cspB y espC y un minimo de un 54,6% entre
los genes espCy cspl). En el extremo §' de los genes esiructurales, el mayor porcentaje de
identidad es de un 67,7% entre los genes cspAd y espB y el minimo de un 52% entre los
genes esp(”y espld. Respecto al extremo 3' de los genes estructurales, el mayor porcentaje
es de un 66,3% entre fos genes esp(’ y espl) y el minimo de un 52,5% entre los genes espC
y espA. Aunque las regiones no codificantes de estos genes no manifiestan ese grado de
similitud hay que destacar que los 43 primeros nucledtidos de Ia region 3' no codificante de
los genes espA y espC son casi idénticos.

La esteuctura general de las cuatro proteinas es la misma, estando estructuradas en
un dominio N-terminal y un dominio C-terminal, siendo éste ultimo el dominio responsable
de la union a colina. El porcentaje de similitud e identidad a nivel de amino4cidos es muy
elevado (Tablas 7 y 8). El maximo de similitud detectado es de un 80,2% entre las proteinas
CspB y CspC, siendo el méximo de identidad de un 70,1% entre las proteinas CspA y
CspC. El minimo de similitud y de identidad es de un 68,1% y 54,8% respectivamente entre
las proteinas CspC y CspD, al igual que ocurrla a nivel de nucledtidos. En cuanto a los
porcentajes de similitud e identidad entre los dominios N-terminales por un lado y los
dominios C-terminales por otro se muestran también en la tablas 6 y 7, observandose que
los méximos valores se alcanzan en la region N-terminal, El mayor porcentaje de similitud
en el dominio N-terminal se consigue entre las proteinas CspC y CspB siendo de un 83,4%,
mientras que a nivel de identidad, el mayor porcentaje se alcanza entre las proteinas CspA y
CspC siendo de un 72,3%. Los minimos tanto a nivel de similitud como de identidad son de
un 67,5% y 52,5% entre las protelnas CspC y CspD, respectivamente. Respecto al dominio
C-terminal, el maximo valor de similitud es de un 75% entre las proteinas CspA y CspD,
siendo el mayor porcentaje de identidad de un 64,2% entre las proteinas CspC y CspD al
contrario de lo que ocurrfa con estas proteinas a nivel del dominio N-terminal donde se
alcanzaban los valores minimos. Los minimos son de un 66,9% a nivel de similitud entre los
genes CspB y CspD y de un 57,6% de identidad entre los genes CspB y CspC. El dominio
C-terminal est4 estructurado en motivos repetidos de 20 aminoacidos cada uno, variando el
nimero de unas proteinas a otras, siendo de 4 motivos para la CspA, 5 motivos para la

CspC y CspD y 6 motivos para [a CspB, terminando todos etlos en una cola con un niimero
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de aminodcidos variable a excepcién del gen cspB. Hay que destacar que los motivos que s
localizan en la misma posicién en las cuatro proteinas Csp son més parecidos entre ellos que si s

comparan los motivos presentes en cada proteina.

CspA M F K R A N K I T S5 L L VA A A S VMATILV P - - 23
Cspp M I R G M G K vV T 8 L L V A A A T V A § L V P F 8§ 25
Cgp€ -~ - - ~- - =~ = = = = = =~ =« ¢ & & & = = o o« . - -
Cspp M I K R M T KA T S L L VA A AATI I 58 I V P - = 23
* * u * & * * * * * * *
ATGTTTAARAGAGCANACAAAAT TACATCTTTAT TAGTAGCTGCTGC T TCAGTTATGGCT T TAGTGCC T - ~ —m e 392

ATGATANGAGGCATGGEAANGGTAACATCAC TAT TAGTAGCAGCAGCARCAGT TGCTTCATTAGTACCT TITAGT 240

ATGATAAAAAGAATGACTAARGCARCATCGT TACTAGTAGCTGCAGCTGC TAT TAT TTCAATAGTACCT ~ — v m e 271
T * Hhkhk Ak KRRARAK dhk Wk K ok * kkkk kkw

Csph - A Y A A D V K KV D S E DG T V YN AUV A Y KD 4

Cspp 6 A N A A F ¥V K R I 8 5 D DG T I ¥NAMTITMANY K D 50

CspC ~ - - - A D V K K I D 8 D DG TV Y NAUVAY K D 21

CapD - A H A A D Y T K I D 8 Q@ BE 6 T I ¥ D A V A Y K D 47
* LR T T A . | LI T LI S S I TR T T

=== GCTTATGCTGCAGACGTAAGAANGT TGATTCAGAAGAT GGTACTGTATACARTGCAGTAGCATACAARGAT 464
GGCGCTANTGCTGCTGAGGTGAAANGAATTAGTTCTGATGAT GGAACTATC TATAATGCANTAGC ATATAAAGAC 315
———————————— GCAGATGTAAMAAAAAT T GATTCAGATGATGGTACTGTATACARTGCAGTAGCTTACARAGAT 65

-~ ~GCACATGCAGCTGACTACACAARAATCGATTCACARGAAGGTACTATCTATGATGCAGTAGCATATAAAGAT 343
Kk ARk Ak Rk ek AR AR RRAN KA AR ANR AR RARARE Ak kR kAR AARRAARR ARk AR

Cspph G K Y F V D ¢ BE I N D - D EFEKE A Y ¥ V A D 6 K F N 71¢

Cspp 6 K A Y I D 6 E I N D - D E E A Y Y L 5 N G K F N 74

CapC ¢ K F ¥ V D 6 E I N D -~ D E E A Y Y V 8 D 6 K F N 45¢

CspD G K F Y V D G E V N D K D E A A Y YL A D G K ¥ N 72
* L] * * * L * * L * * * L] * * * * E ] e *

GGTAMATACTTTGT TCATGGAGAAATCAACGAT =~ ~GATGAAGAAGC T ACTATGTAGC TGACGGAMAATTCAMC 536
GGTARAGCTTATATCGATGGAGAAATTAATGAT ~ ~ ~GACGAAGAAGCTTACTATTTATCCAACGGARRATTCAAT 387
GGTAAATTCTTTGT TGATGGAGAAAT TAACGAT -~ ~ ~GACGAAGAAGCCTACTATGTATCTGATGGAAAATTTAARC 137
GGTAAGTTCTATGT TGATGGAGAAGT TANTGACAANGACGARGCAGCTTATTATT TAGCAGATGGTAAATACART 418

Ak hddh ok AR kAR AR R AR AR AR AR A ddh ARARARARRRARAARRAR Nk % hA kk RAkh ki

Csph X L E D V D 8§ 6 D FE AV L F G E K Y L DV S D G D 96

Cspp K L b D V D 8 6 P 5 A AL F G E K Y L DI S DG D 9

CspCK L E D I D 8 6 DD ADUILVPF G E K VY L DI NDGD 70

CspDN L 8 D I D 8 G A D T D I Y 6 S5 K Y L E V Q D G D 9V
LI * * ok kK * ok ok Kk ok ok kA ok k

AARTTAGANGATGTTCATTCAGGAGATGAAGCAGT TCTATTTGGAGAAARATACTTAGATGTATCAGACGGAGAC 611
ARATTAGACGATGT TGATTCAGGAGATAGCGCAGCTCTATTTGGAGARAAATATTTAGATATATCAGATGGAGAC 462
ARACTAGAAGATAT T GATTCAGGAGATGACGCTGATC TATTCGGAGAAAAATATCTTGATATAANT GATGGTGAT 212

ARTTTATCAGATATTGATAGT GGAGCAGATACTGATATTTATGGATCTARATAT TTAGAAGTACAAGATGGTGAC 493
Rhkhkkh Ak khd hh Rk Ak kb hkhdhdk Ah & AhAAARkARR R AN N R RA ARk hhe k. hhhkhd wkd
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Cspp ¥ T VvV D L D XK G 8 V T D P DV KGDTATDTUDAA A 121

Cspp Y T VvV D L D X G 8 VvV T D D D I K G DT E D D A A A 124

cspC Y T V D L D K 6 5 I T DD O T K G DT A DDA 5 A 95'

Csp ¥ F V D L D N 6 3 V T D E 5 I K E N AU EDTD AU AS 123¢
* ok ok F k& ok ok ok kA kX kK ¥ * kK k& * & % kK

TACACTGTTGATTTAGATAAAGGTAGTGTAACTGATGATGACGTTAANGGTGATACAGCAGACGATGCTGCAGCA 686
TATACTGTTGACTTAGATAAAGGTAGCGTAACTGATGATGATAT I AANAGGTGATACTGANGATGATGCCGCTCCT 5237
TACACTGTTGATTTAGATAAAGGTAGTATAACTGATGATGATACTAAGGGCGATACTGC TGATGACGC T TCAGCA 2687

TACTTTGTTGACTTAGATAATGGTTCAGTAACTGATGARTCTATAAAAGANAATCCAGAAGATGATGCAGCATCA 568
HAAKARE KRR, ARARANAANRR AN A AN ARA RN RN AR N RRN AR kk AR Rk k ARAhkRE &k AHhkkhs

CsphA L. R K K I K D D T D DR Y L B 5 FE A E G V K N E 146!

Cspp A L R K K I K D D T D DR Y N ETEAUNT I K D S 149

CspCD L R K K I K D D T D B R Y I E I F A P NI I D E 120

Cspp A L R K N L K K D N b K R ¥ A 5 8 E R E T I ¢ D L 147
L S . 2 T T S T * * ok * *

GCTTTARGAAAGARPATTAAAGATGATACAGATGATAGATAT TTAGARAGT GANGCAGAAGGCGTTAAAAATGAA 761
GCTTTAAGAAAAAARAATCAAAGATGATACAGATGATAGGTAT AATGAMACTGAAGCARATACTATTAAAGATTICA 612
GATCTAAGAAAGAARATTANAGATGACACT GATCACAGATAT GATGANGAT TTTGCTGATAATATAATAGATGAA 362

GCTTTAAGAAAGAPCCTTAAGARAGATANTGATARAAGATAT GCTTCARGCGARCGTGAAACAATTCAAGATTTA 643
R L T N N T T T L 2 D

CspAD D - - - - - - - - L A I I 6 G A K Y D K P W Y A 163
CspBN H 6 D - - - - - L F D L I P G A K Y N K V W Y Y 169
Cspc N K D D T E D L T KL NI I P GAKVY KTUPW Y Y 145
Cspb A 6 A E = =~ = - - - -« - - I A G N K P 8§ A P W Y K 163"
* * * L] * * * *
GATGAT == = == et e CTTGCTATARTTGGAGGAGCARAGTATGACAAGCCTTGGTATGCT 812
AATCATGGTGAC === m = o s o CTATTCGATTTAATTCCAGGAGCARAGTATAATAAGGTTTGGTATTAT 672
ARTAARGATGATACTGAAGAT TTARCTARATTAARTATAATTCCAGGTGC TARATATARARCTCCATGGTATTAT 437
GCTGGCGCAGAA= == ~mm=rn et e e ATTGCAGGARATAAATTCTCAGCTCCTTGGTATARA 691
LE I I * k * A ohkdkkk hkhkkdhhk Rk kA A & hhkkhdkkd ki
CspAT T Y T A S A K A I 6 D -~ VN G L T A T N N K - =- 185
CspB T @ Y K A A Q@ K S8 I D KNV NGILNGTULD - S A H 193
CspCT @ Y K A A D K AV N DNV NGDLIKETITDSGQQN K 170
Cspb F E ¥ T - K D N A T N G § VA K L =~ = = = = = = = 179
* * L] * * w * * *
ACAACATATACTGC TTCTGCARAAGCTATAGGTGAT - - ~GTTAATGGATTAACAGCAACARATAAT ARG =~ == 878

ACACAATATAAAGCCGCTCARAARATCTATAGATAAAAATGTCAATGGATTARATGGAT TGGAT - ~~TCAGCCCAT 744
ACACAATATAANGC AGCAGATAAAGCTGTGAATGATAATGTTAATGGACTARAGGAAATAARCTGATCARRATAAR 512

TTTGAATATACA-~ - ANAGATAAT GCARCAAACGGTTCAGTTGCTARAT TR m mve = = oo m et e 739
hhh hkARAAk Kk * hk kikdhhkhd * Wk kk whkhk kb khhkdh LI *
Cepph - - F N V Y T D T N G A Y I D ADYDNTETGEK V KV 208
Cspp Q I F N V F T P D K G N Y I DADYNTULGE KV KV 218
CopCR V P N V ¥ T D T K 6 6 Y I D A D Y NL G KV K V 195
Cspb ~ - - N V ¥ T D A Q0 6 N Y I DA D Y NDLG S I K v 201
* * * * * * * * * * * * L] * * * * * * *

““““““ TTCAATGTTTATACTGATACARATGGTGCTTACATTGATGCAGAT TATARC T TAGGRAAAGTAAANGTT 247
CAAATATTTAATGTATTTACTGATGATARAGCCAATTATATTGATGCGGACTATARCT TAGCGTAAAGTTARGGTT 819
CGAGTTTTCARTGTTTATACTGACACAAAAGGTGGCTACATTGATGCTGACTATARCTTAGGAARAGT TAAGGTT 587

~~~~~~~~~ AATGTTTATACTGATGCTCAAGGAPATTACATTGATGCTGATTACARTTTAGGATCARTTAARGTA BOS
ok AhA Rk kRN R RNk Rk RN WAk hkhdk kk kAR ARk Ak kR hhARA kAR
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cspAT T T A D 6 A - - - - - T KEV T VEUNTNTGDT ¥ 228
csppT T T A 5 8 A S G T T LT KT DT TIETNTNTDA Y 243
cspc K T T A D 6 A S = - - - T KT ETTIGENTNTGD K Y 216
cspp T T T A S S T T - - - - § KT V T I A N T DD S Y 222¢
* * * * * * * L3 * L3 * * L * * *
ACARCAACAGCTTCAAGTGCTTCTGGTACTACAT TAACARAGACAGATACAATAGAGARCACAAACGACGCTTAC 1007
ACARCAACTGCTGACGGTGCT == === = === = m ACAANRAGARGTTACTGTAGAARACACAAACGATACTTAT 894
ARRACCACTGCTGATGGTGCATCA = =t e e ACTAARACAGANACAATAGAARATACTAATGATAAATAC 650
ACTACAACTGCATCTTCAACARCT = == m e o o TCTAARACAGTAACTATAGCTAATACAGATGATTCTTAT 868
Ahkkhhhkhkhkhdah ok ok ok - *h kAR kR k * Kk Nhkkk hhk hkdkdk kkk * %
CSpAD A A G S - - = =~ - S D S G K D K V S A 8 V - - K 246
€spB D A A D G I I N G T S V § G § D K L 8 A 8 V = = V 266
cspc D A A G - - =« - - - - - - KD DALTASV - - § 230
CsppbDP A D G - - = = - T 5 DA T G K K 5 S A S V D T s 242
* * * * * * * * ® * *
GATGCAGCTGGTTCT - = mmm o AGCGATTCAGGAAMAGAT ARAGTAAGTGCARGTGT T mm — = AAR 1061
GATGCAGCTGATGGARTTATCANTGGARCTAGCGTTAGCGGCTCT GATARAT TAAGTGCAAGT GTT - =~ = — GTT 963
GATGCTGCTGGT ~ === === == m o = == BAGGATGATGCACTAACTGCARGTGTT - = m == TCC 692
GATGCTGATGGT = == m v e om v e e ACTTCTGATGCTACTGGAAAGAAAAGTTCAGCANGTGTITGATACTTCT 928
hhhAhk AAkAkh * % LA A kit Ak hkAkkAr
CsppQ T A V L T Q D KD N I Y R L - -~V E V T V KT G 269
Cspp 0 D R V L T @ P KD Y I Y R L ATV KTITTIT™TG 201
Cspt Q@ D K I L T @ P D D Y I Y R L A T I KV NV T T D 255
CspDA G K V I ¢ Q D AN Y X Y RT A KV T VNAATIN G 26V
* * * * * * * L * L L] * L] * * * L
CAARCTGCAGTTT TAACACARGATAAGGATAATATCTACAGACTT == v m e GTAGAAGTAACTGTTAAAACAGGT 1130

CAAGATAGAGTATTAACCCAAGATAAAGATTATATATATAGACTTGCAACTGTAAAAATAACTATTACCACTGGT 1038
CAAGATAAAATATTGACACAAGATGATGAT TATATTTATAGACTTGCGACTATARAAGTAAATGTAACTACTGAT 767

GCAGGAARAGTAAT TGGACANGATGCANAC TACATATAC AGAACAGCARAGGT TAC TG TAAATGCTGCTAATGGA 1003
Rkkk ko ok AR ok ARARRRRRA b AARAR RN kR RRR kAR Rk RARRR AR Rk Ahk W ok hkk

CspAH 6 V - - - I T BE I N G V K I A D I G AN T -~ - - 288
CspB A A A T - - I S E I N G V KV D P NN 8§ N D - - - 311
Cspc A G A K V R I § E I N G V E L N P K N A N D P Q =280
CGpP A T - ~ - - I T K I N G M DV T V DG G H T - - = 285
* * * * * * & L
CATGGTGTT === mm = e ATAACAGAAATTAATGGCGTAARAATAGC TGACATTGGTGCTAATACA =~ mm w1187
GCAGCTGCTACA=~~-—- ATTAGTGAARTAAATGGTGT TAAAGTTGATCCARATAATAGCARCGAT -~~~ =~~~ 1098
GCTGGTGCTANAGT TAGAATAAGTGAANTARATGGTGTTGARC TTARCCCARRARACGCARATGACARACCACAN 842
GCTACA- == e ATAACTAARATAARTGGAATGGATGT TACTG T TGATGGTGGACATACA ~ = = m mmm 1057
LR B2 I Y LR whk kA Ak AN kh * * K * ok k&
CSpPAV F G 6 T - - = = = N = - T E V T F P A I Q K X & 306
CspB I F K V E N N - - -~ - - G Q V V 8§ F KA I Q@ K I § 3317
Csp I F K V E N D -~ - - - - G 6 T V 8 F KA I Q K I s 300
Cspb - F T V § N 6 T L G 8 S A 8§ T V 6 F N V I @ K I § 309
* * * * * * *® * E 4 *
GTATTTGGTGGETACA == e e ARC-==m== ACTGARGTAACATTCCCAGCTATCCARARGATATCA 1241
ATCTTCARAGTTGAARATANG == m o o e e = GGACARGTTGTATCTTTCARAGCTATTCAAAAAATATCA 1158
ATATTTARAGTYGAAAATGAT -~ =~~~ ===~ ~GGAGGAACTGTATCATTCARGGC TATTCARAAGATATCC 902
=== TPTACTGTARGCAATGGTACAT TAGGATCAAGTGCTAGTACAGTTGGATTCAATGT TATCCARAARATATCA 1129
k hkkk L X ok dhk * Wk ok kkAkk Ak Rk h Ak kdk
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csph K A Q A 5 P DV DG A KVY A KTV T T Y AL 5 D D 331

CspBK T Q@ A 5 6 D I D DA K Y A KTV T T Y A L 8 D K 3567

CspCK A Q@ D 3§ D DV D G A KY A KTV T T Y ALS D E 3257

Cspp K A 0 A 85 G N V D G A K Y A K S V T T Y I V 8§ D E 334
T T L L R L S A T

AAAGCACAAGCTTCTGATGATGTTGATGGAGCTAAATATGCTAAAACAGTAACTACTTATGCTTTATCTGATGAT 1316
AAAACTCAAGCTTCTGGTGATATTGATGACGCTAAATATGCTAAAACTGTAACTACTTATGCACTTTCTGATAAA 1233
AAAGCTCAAGACTCCGATGATGTTGATGGRGCTAAATATGCARAAACTGTAACTACTTATGCACTTTCTGATGAA 977

AARGCACANGCTTCAGGTAALGT TGATGGAGCTAANTATGC TAMATCAGTAACAAC TTATATAG T TTCTGATGAR 1204
RAMRE AARRRERNR h Rk E ARk h AR AR AR R AR AR RRAR AR AN AR A AR Ah Rk hdh ke kh AN ARk

CspA S G N K L. D E Q 5§ L P V K T D G T A V T T T X Y T 356

Cspp D G K K L D A E DL F I NT S 6 N V V T T T N Y T 38U

CapC D ¢ K N L D A K B L F L N T D G T I N ETUDTK F T 350

Cspb b 6 K N - - - - = - w - - - -~ « E A F A Y D N Y T 347
LI T L * * * * kW

TCAGGAANTAAATTAGATGAACAARG TT TATT TGTAAAAACTGATGGTACT GC TG TTACTACAACTAAGTATACT 1391
GATGGTARAAAGT TAGATGCTGARAGATTTAT TTATAAATACT TCAGGCAAC GTAGTCACTACAAC TAACTATACT 1308
GATGGTARAAACCTAGATGCTANAGACT TATTCCTARATACTGATGGCACTATCANTGARGATACTAMATTTACT 1062

GATGEAARRRAT -~ o on oot s e e e e GAAGCTTTCGCTTATGATARCTATACT 1243
Ahkhkhh RAakkk Wokok Rk ok LB Rk KK koo ke ko L I L LE wkkhk h kAR
CspAV V N 6 K L I A Y N T D I N D N K KV T V DA Y T 381
CsppV G S ¢ K L I A Y N 5 E I N N N D KV T V R A Y T 406
CspCV A N 6 K L T A Y N T E M N E Y K KV V V R A Y § 375
CspPV A N G K I V 6 ¥ T A N G T N V N T A T G ~ - - T 369
* * * * * * * * * * * * * * % L]

GTAGTCAATGGAANGCTTATAGC T TACARTACTGATATTAATGACAATAAARRAAGTAACTGTTGATGCATATACA 1566
GTAGGTTCTGGANAGC TTATAGCTTACAAT TCTGAARTTARCANTARCGACARAGT TAC TGT TAGAGCTTATACA 1363
GTAGCTAACGGAAANCTTATAGCCTACAATACAGANATGARTGAGTATARAARAAGT TG TTGTCAGAGCATATTCA 1127

GTTGCTAACGGARARATAGTTGGTTATACTGCTARTGGTACAAATGTANATACTGCTACAGGA = = w e m = --ACA 1309
Ahkdd Ak Akhdk RN ARAAANARAANAS AANE AA A kR L] b okh hkkh kAR LA BN R 3 B ¥
CspA L K T K 6 6 Y Y Y A D E E D K §$ E E D C E V § A @ 406
CsppL K s 8 S G F Y Y A DEEDGQ@S KEDGCTETN S K N 4317
CspCL K T K 6 6 Y Y Y A D EEDGE S KEDTGCTEUV S 8§ Q 400
Cspb L 5 § K N G Y ¥ Y V D L 6 D E A S E D V - - K E 391

] * * L] * L * * * * * * * * N * L] ] *

TTARAGACAANGGTGGATACTACTACGCTGATGAAGAAGATAAGAGCGAAGANGATTGCGAAGTAAGTGCTCAA 13341
TTAAAATCAAGTAGTGGATTCTATTATGCTGATGAGGAAGATCARAGCAAAGARGATTGTGAAAACAGCARNANG 1458
TTAAAAACAMANGGTGGATACTACTACGCCGACGAAGARGATGAAAGTARAGAAGAT TGTGAAGTARGTTCTCAR 1202

TTAAGCTCAARGARCGGTTATTACTATGTTGATTTAGGCGATGARGC ARG TGAAGATGTA == wwm AAAGAA 1375
LR 38 LEB B} Whhdhd hhkhkdk Ak RAAk kAR hAd hdkk AhAAKRAAkhhk hkk L3 * %k
Csph D K T T A A V Q@ T D VD G N L W R L DGG Y I Y K 431/
CspBQ G - - A A V @ T D V D G N L WRLDGG Y L Y K 454
CspcD D K T 8 AV @ T D VDG NTILWIRTILUDGG VY I Y K 425
Cspb N 6 T K 8 A V D T D V D 6 K VW R L P A G Y I Y K 416
W * * * L] W L] * n ] * * * * * * * * * *

GATAAAACAACAGCAGCTGTTCAAACAGACGTTGATGGARATC TTTGGAGAT TAGATGGTGGATATATCTACAAA 1616
CAAGGT ~=mm - GCTGCTGTTCAAACAGATGT TGACGGAAATC TATGGAGAT TAGATGGTGCATATATCTACAAA 1527
GATGATARGACATCAGCTGTTCARACAGACGT TGATGGARACC TATGGAGAT TAGATGGTGGATATATCTATAAA 1277

AATGGTACTAAGAGTGCTGTTGATACAGATGTAGATGGARAGGTTTGGAGAT TAGATGC TGGATACATCTACARA 1450
LE LI T T Kok kA kR kAR ko khdhdkhh ok kR A R A A AR A AR ARk Ak ko ko h
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csph F D N T D D W D KV Y KV DG S F DETLGS YV Y D K 456

GspB F D N T D D W D KV Y RV D G 8 F DETF S V ¥ D K 479

cspc F D N T D D W D KV Y KV D G S F D ETILGS YV Y D K 450

cspDW D N D E D W T KV ¥ KV D G S F D QM SV Y N o 4417
> * L] * * * * W * * * * * * * * * * k] * * * * *

TTCGATARCACTGATGAT TGGGATAAAGT TTACARAGTAGACGGATCTTTCGATGAATTATCAGTTTACGATAAR 1691
TTTGATAATACTGATGACTGGGACAARGTATACAGAGTAGACGGATCAT TTGATGAATTCTCAGTIFATCGATAMA 1602
TTTGATAATACAGATGATTGGGACARNGTT TACAAAGTCGATGGATC T TTTGATGAGCTTTCAGTC TATGATAAR 1352

TGGGATAAT GATGAAGAT TGGACAAMAGTATACANAGTAGATGGATCATTTGATCAAATGTCAGTATACARCCAN 1525
Khk kAR AR R AR AR AR R R AR R ke ARk kk ANRAR RN AR AR AR khk ANKRR kAR b AAkwh dk Akkki

Csppo D N M V A W 5 E D D D V ¥ § L I 6 6 K 8 D D N K ¢ 481F

Cspp D N I V A W 8 K D D D V ¥ 5 L I 6 6 K Q 8 N T D P 504

CspC D N T A A W S E D D DV ¥ 8 L I 6 G K & 8 D D N N 475¢

Cspb D N I V A W 8 K E D D V ¥ 8 VI 6 G K G T 5 T P T 466
ok ok ok ok ok k * ok k0 ok h k% % k&

GACAACATGGTTGC TTGGAGCGAAGATGATGATGTATATTCATTANT CGGAGGARAGAGCGATGATARTAARGGGT 1766
GATAATATCGTTGC TTGGAGCANAGATGATGATGT TTATTCATTAATAGGTGGAAAACARTCTAATACTGACCCT 1677
GACAATATAGCTGCTTGGAGTGAAGATGATGATGT TTATTCATTARTAGGAGGARAATCTTCTGATGATAATAAC 1427
GATAMATATCGTAGCTTGGAGTAAAGAAGATGATGT TTACTCAGTAAT TGGTGGTARAGGTACARGTACACCAACA 1600

Ak RAR AR ARKARREARRR ARRARR AR AR AR AR AR AR AR A Ah hk Rk R AN Wk kkk k&
CspA D D Q G T T P V V K A G W A Q T 8 A 6 - W T ¥ VvV K 505
Cgpp D D - -~ - T P V V K T 6 WV QA 8§ D GG T W 8 ¥ I K 526
Capt T N - - -~ P P T T T A @ W V ¢ A A D 6 T W T ¥ N K 497
Cspp D - - - P T P V V N K @8 WV KT D AG - W T F Y N 4187
* ® Ok kA LR S S LI N *
GATGACCAAGGAACAACTCCTGTAGTTAAAGCTGGTTGGGCTCAAACT TCAGCAGGA~~ ~TGGACTTATGTTARA 1638
GATGAT~~~-=rmmm~= ACTCCAGTAGTAAAAACAGGATGGGTACANGCTTCAGATGGAACTTGGTCTTATATTAAA 1743
ACTAAT == =m - =~=CCTCCAACTACAACTGCAGGAT GGG TACARGC TGC TGATGGANCTTGGACTTATAATARA 1493
GAT~ = CCTACTCCAGTTGTAMNTARAGGATGGGTTAAGACTGATGCAGGT ~ - ~TGGACATTCTACAAT 1663
Aok AkhkAk b ARKRE  RkkRMRARAR Akh kA ok ok kkk Ahkkhhkhkh  Ahkk
CspA M D @ T K A T 8 - WL Q D 6 @G A W Y Y L. KA D G T 529
CspRP A D ¢ N K A T 6 - WV Q DG 8 T WY Y F KAD 6 8§ 550
CspCE D @ T K A T 6 - W L N L N 66 VW Y Y L N T D 6 Vv 521
Cspp T D P T Q V XK G Q W VvV ¥ D 8 6 V WY ¥ r K A D @ T 512'
* * w * L L L * L I S n L S | * w LI

GCTGATGGAMC TAAAGCTACTGGA- ~~TGGT TACAAGACGGTGGTGCTTGGTACTACT TAAARGCTGATGGTACR 1910
GCTGACGGAMTAAGGCGACAGGT ~ » -~ TGGGTTCAAGATGGATCARCTTGGTAC TAT TTTARAGC TGATGGATCT 1815
GAAGATGGAACTAAGGCTACTGGC ~ -~ TGCTTARACTTAMATGGAGTTTGGTAT TATTTAAACACTGATGGTGTT 1565
ACTGATCCAACTCAAGTAMAAGGACAATGGGTTANCGATGGTGGAGTTTGGTAT TACATCAAAGC TGATGGAACT 1730

AR R RRARRA AR AR ko Wk Ak ok ok Rk ARRAAAR RkRA Rk AR Kk ARk AkkkAh A
CapAM A T @ W I Q D 6 A T W Y ¥ L N 6 8 6 A M g T @ W 554/
CspBM A T ¢ W V g b @& 8 T W VY ¥ F Q 8 WG G M Q T 6 W 575
CspCM A T 6 W L N L N 6 V W ¥ ¥ L N P 8 @ A M A T 85 W 546
CspDM A T @ W I Q@ D 6 8 T W ¥ ¥ L Q@ 8 8 6 A M K T & W 537

L LI T ¥ ok ok kK * ok k% ok

ATGGCTACAGGTTGGATTCAAGATGEAGCARCT TGGTACTACT TARACGGATCAGGTGC TATGCAAACTGGTTGG 1985
ATGGCTACTGGTTGGGTICAAGATGGATCAACTTGGTATTACT TCCAATCAT GGGGTGEANTGCAAACTGGETTGE 1890
ATGGCTACTGGTTGGTTAACTTARATGGAGTTTGGTATTACTTARATCCAT CAGGAGC TATGGCTACTAGCTEG 1640

ATGGCAACTGGTTGGATTCANGATGGATCARCTTGGTACTATTTACAATCATCAGGAGC AATGAAMACTGGTTGG 1813
ARk Rk ARAR KA R RA AARRh RN R AR, ANNIAARAAK Ahhhk & dkhkkdk & ARk kAdkhhhRkdw
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RESULTAIDOS

CsppA . N D N 6 T F ¥ Y L N 6 8 6 A M L 8 N - - - - « ~ 8737
Cspp L, N N N 6 T W Y ¥ L Q § W 6 6 M K T ¢ W L N D N G 6&00*
CspC L N L N G T W Y ¥ L N 8 8§ @ AR M A T @ W L N D N @ 571’
CspD L N D N &6 T W ¥ ¥ L ¢ 8 8 8 A M 8 T 6 W L N D N & 582’
* LI T S A LI A L R A T
TTAAATGATARCGGAACT TTCTACTAC TTAMATGGAT CAGGTGC TATG T TATCTAAG - =~~~ e m = e e = 2042

CTAAATAATARCGGTACT TGGTATTACTTACAATCAT GGCGCGGAATGARG ACTGGTTGGCTAAATGATAACEEC 1965
TTAACTTAARTGGANC T TGGTACTATTTAMAT TCATCAGGAGC TATGGC T ACTGGTTGE T TAAATGATARTGEA 1715
TTARMTGATAACGGAMCTTGGTACTACTTACAATCATCAGGAGCANTGTC TAC TGG T TGGTTAMTGATAATGGA 1888

ANRAEE KA AR AN AR AN AR AR AR AN & AR AAAR & LR 2 Khkkhhkhk AAN A A hAkhk ki
CepA - - - ~ - = = = = - & & - o . . T T TP D GE Y ¥ V 582
CapB N W ¥ Y L Q@ S W G G M T @ WF NDNGTW Y Y L 625
CspCT W ¥ Y L N § 8 @ A M - - - L ¥ N T T V D 6 Y V L 593/
Cspb T W ¥ F L N 8 § G A M - =~ -~ L A N T T V D G ¥ N - 583
* * L] L] * * * * *® * * *

---------------------------------------------------------- ACAACAACTCCTGATGGATACTATGTA 2069
AATTGGTACTACTTACAATCATGGGGCGGANT GCANAC TGGTTGETTTARTGATAAT GG TACTPGGTACTACCTA 2040

ACTTGGTATTATTTANMTTCATCAGGGGCTATG ~ = TTATATAACACARCTGTTGATGGTTATGTATTA 17681
ACTTGGTATTTCTTAAT TCATCAGGAGCART G =~ v TTAGCTAACACAACTGTTGATGGATACANT -~~~ 1851
*okkhRRR ok Ak & kkhd ok R Akw * Ak Kk dkkkkh kkk K kW

Csph G A N 6 A W Vv K - =~ 590/

CapBY 8 N 6 V M A A N T 536

CapC 6 8 N 6 A W I R - =~ &0L'

CapD - = - =~ = ~ @ = = =

X L L] * * *

GGAGCTAATGGAGCTTGGGTTARN -~~~ 2083
TACTCAMATGGTGTTATGGCCGCTANCACG 2073
GGCTCTAATGGAGCTTGGAT TAGA =~ = =~ 16805

B T S ey,

AR AR A A A AR A AR AR AR

Figura 25- Comparacién de las secuencias de aminodcidos de las proteinas Csp, Debajo de la
sccuencins de aminodcidos sc muestran las sccuencias do nucledtidos que codifican para las proteinas Csp. Cad
asterisco significa ln conservacién de tres nucledtidos o tres aminodcidos en dicha posicidn, Los dominios de unién

colina de las proteinas Csp se sefialan en negrita.
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Tabla 6- Porcentaje de identidad entre las regiones estructurales de los genes espA,

esphB, espCy esph).

Genes CSpA csph cspC csph
)

csph -- 65,3 Gl 54,6
cspli 64h, 3 - 65,6 58,2
cspl 61 65,7 - 54,06
csph HY, 6 58, 2 54,6 -
B3)

CSPA - 67,7 63 55,5
cspB 67,7 - 66,3 57
cspC 63 66, 3 - 52
csph 55,8 57 52 -
C)

CSpA - 54,7 52,5 56
csph 54,7 - 62,6 63,6
cspC 52,5 62,6 - 66,3
cspb 56 63,6 66,3 -

A) Comparacion de las regiones estructurales completas.

13) Comparacion de las regiones cstructurales que codifican para los dominios N-terminales.
C) Comparacion de las regiones estructurales que codifican para los dominios C-terminales.
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Tabla 7- Poree

ntaje de similitud entre Ins proteinas CspA, CspB, CspC y CspD..

Proteinasg Csph CspB CspC Csph
A)

CspA - 79,1 17,6 70,5
CspB 79,1 e 80,2 71,1
CapC 77,6 80,2 -— 68,1
Csph 70,5 71,1 68,1 -
B)

CspA - 80 78,8 70,4
CspBh 80 - 83,4 12,1
CspC 78,8 83,4 —— 67,5
Caph 70,4 72,1 67,5 -
)

CsphA - 74, 4 74,2 15
Csph 74,4 - 67,7 66,9
CspC 74,2 67,7 -— 70,6
Csph 15 66,9 70,6 -

A)(knnparnchhldclasprouﬂnnsconuﬂcms.
B) Comparacion de los dominios N-terminales de las proteinas,
C) Comparacion de los dominios C-termiinales de lns proteinas,
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Tabla 8- Porcentaje de identidad entre las proteinas CspA, CspB, CspC y CspD

Proleinas Csph CspB CspC CspD
A}

Csph b 68,2 70,1 56,8
Csph 68, 2 - 68,7 55,3
CapC 70,1 68,7 - 54,8
Csph 56,8 55,3 54,8 —--
B)

Csph - 70 12,3 55,9
Csph 0 - 11,4 54,6
CspC 12,3 11,4 - 52,5
Csph 55,9 54,6 52,5 -
C)

Csph - 59,1 61,8 61,3
Csph 59,1 e 5%, 6 58,7
CspC 61,8 57,6 - 64,2
Csph 61,3 58,7 64,2 e

A) Comparacion de las proteinas completas.
13} Comparacion de los dominios N-terminales de las proteinas.
() Comparacion de los dominios C-terminales de las proteinas.
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5- Utilizacion de codones de los genes cspA, cspB, espCy espD.

Es bien conocido el bajo porcentaje en G+C que presenta el DNA de C.
acetobutylicum. Este hecho ha ejercido un marcado efecto en la utilizacidn de codones con
A & T, predominamente (Young y cols., 1989). En la tabla 9 se exponen la utilizacion de
codones de los genes descritos hasta ¢l momento, no mostrandose ninguna diferencia
significativa en cuanto a la utilizacion de codones entre unos genes y otros.
Mayoritariamente se utilizan los codones con un alto contenido en A y T, siendo los més
empleados los que presentan una A 6 T en la tercera posicidon. Es de destacar la Unica
utilizacion del codon AGA para la arginina, a excepeion de los genes espB, espCy espD
que utilizan también, aunque una sola vez, los codones AGG, CGA y CGT,
respectivamente. Respecto a la histidina y glutamina, sélo se utilizan los codones CAT y
CAA, respectivamente y como codon de terminacidn los cuatro genes utilizan TAG. Al
igual que ocurria con el gen cspd, las regiones codificantes son las que presentan un mayor
contenido en G+C, siendo la media del 35% mientras que, en las regiones 5° y 37, la media

es deun 19% y un 25%, respectivamente,

2,6- Estudio de da transcripcion de los genes cspA, cspB3, cspC'y espD,

Dada la presencia de cuatro genes homdlogos, o isogenes, en la misma cepa
bacteriana, podria ocurrir que dichos genes se transcribicran conjuntamente, en caso de que
formaran parte de un operdn, se transcribieran de manera independiente o no se
transcribieran, al menos cn las condiciones utilizadas, Para realizar el mapa de transcripcion
se llevd a cabo el aislamiento de RNA de C. acerobutylicum NCIB 8052 y posterior anélisis
del mismo por Northern-blot siguiendo las pautas descritas en el apartado 203 de
Materiales y Métodos. Hay que destacar que las sondas utilizadas para realizar los
experimentos de hibridacion fueron los fragmentos Pvnll-Sspl del plasmido pKDES543,
Hindlll del pKC33, Psil del pKC31 y Pstl-FeoRI del pKC21, pertenecientes a los genes
espA, espB, espC'y esplD, respectivamente (Figuras 5,16,19 y 22). Como se puede observar
en la figura 26, en las condiciones utilizadas, sdlo se transcriben los genes cspd y cspC
durante la fase exponecial de crecimiento, siendo el transcrito primario de un tamafio
aproximado de 1,9 kb. Dicho tamaiio se corresponde muy bien con el tamafio del transcrito

primario del gen espd de 1,8 kb, calculado en base al sitio de iniciacién de la transcripcion
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Tabla 9- Utilizacién

de codones de los genes cspA, cspB, cspC'y cspD

xxn  CODOR PROT=IRE AR CODO RCTEINA ar  condu PROTEINA
CspA CspB CspC  Csp?d CspA Csp CspC  Csoh Csph  CspB  Cspf Cspi
F TTT 5 S 7 4 s TCT 7 iz 7 g ¥  TAT 17 e 28 22
TTC S Ki 5 & TCC 0 : 3 o TAC 22 i3 13 i3
i TTA 24 20 21 19 TCA 12 23 14 26 ¥ TAA ) o s o
TTG 0 i 1 0 TCE o o o i TAG 1 1 i 1
CTT 4 3 B 1 P CT 4 2 1 3 ¥ CAT 1 2 g 2
CTC g o o} 0 cee 0 c o s} CAC o o Y c
CTA 1 7 g8 1 Ccca 1 3 [ 3 N ARC 1 15 14 16
cTG 0 0 0 0 cCG 0 o} Y} 0 RAAT 20 23 24 32
I ATA & 13 16 10 T ACG Q 1 0 0 .4 ARG 13 G g g
ATC 3 7 2 & ACR 30 1g 12 25 RARR 40 41 48 35
ATT 8 13 g 11 ACC 0 2 1 0 D GAT 64 63 77 58
M ATG 6 7 5 8 ACT 30 33 40 33 GAC 15 is 14 5
v GTT 27 23 22 24 A GCT 42 33 31 32 E GAA 24 15 24 18
GTC 1 2 3 0 GCC 0 4 3 0 GAG 0 3 2 0
GTA 24 18 12 21 GO 21 13 13 27 Q CAA 12 29 10 14
GTG 1 1 1 o GCG 0 2 i 0 CAG v} 0 0 0
R AGG 0 3 0 0 s AGC 4 8 1 3 G GGC 2 8 5 2
AGA 5 8 7 5 AGT 6 8 & g GGT 25 23 17 22
CGT 0 0 ¢ 1 c TGT o] 1 1 0 GGA 30 28 25 32
CGC 0 0 0 0 TGC 1 0 0 0 GEG 9] 4] 1 G
CGA G g 1 s} W TGE 12 13 15 15
oletey ¢] 0 0 0 X TGA 1] 0 0 0

X=coddn de terminacion

SOAVIINSN
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(Fig. 8) y al bucle de terminacion (Fig. 7). La seital radiactiva es muy intensa para ambos
genes, lo cual permite suponer que la cantidad de transcrito sintetizado es muy alta, lo que
se podria traducie en la produccion de una cantidad considerable de proteina. Esto en
principio concuerda bien con el caso de la proteina CspA que como sabemos es la proteina
mayoritaria del sobrenadante de cultivo de C. acetoburvlicum NCIB 8052, En el caso del
gen cspl3, aparece una tenue banda del mismo tamaiio que en casos anteriores, pero que
pensamos que es inespecifica, pues los experimentos de primer extension realizados para
localizac la zona promotora han sido infructuosos, Tampoco seria de extrafiar que la
hibridacion fuera inespecifica dada [a elevada homologia que presentan estos genes a nivel
de nucleotidos. Por otro lado, ¢l hecho de que el gen espC se transcribiera de manera
imporiante nos hizo pensar en la posibilidad de que la segunda proteina mayoritaria presente
en ¢l medio de cultivo de . acetobutylicum, con un M, de 125.000, fuera la proteina CspC.
Esta proteina se purifica también por cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa junto
con la protelna CspA, reacciona frente a los anticuerpos anti-CspA (Fig. 10) y da positivo el
test de deteccion de glicoproteinas (Fig. 13). Para comprobar que nuestras conclusiones
eran correctas, se purilicd esta proteina por electroelucion a partir de un extracto purificado
en DEAE-celulosa y se determind la secuencia de su extremo N- terminal, confirmindose

este resuitado.

2.7~ Localizacién cromosémica de los genes espA, espB, espCy espD.

Del estudio de la transcripeion de los cuatro genes se comprobd que dichos genes no
constituian un operdn y que por tanto, existla la posibilidad de que ni siquiera se localizasen
juntos en ¢l mismo fragmento del cromosoma. Para ello se realizé una eleciroforesis en
campo pulsado con ¢l DNA cromosémico de C. acetobutylicrn  NCIB 8052, En la
cleccion de las enzimas de restriccion para la digestion del DNA, se tuvo en cuenta el alto
contenido de A+T que presenta este microorganismo, por lo cual las enzimas de eleccion
serian aquellas que reconocieran secuencias con un alto contenido en G+C, existiendo asi
pocos sitios de corte en el DNA cromosémico de dicha cepa. Las enzimas utilizadas fireron
EeoS521, M, Nrul y Ssi, siendo los fragmentos utilizados como sondas para los
experimentos de hibridacion, los mismos que los utilizados para el Northern-blof. En la

figura 27 se puede observar como el patrén de hibridacion es el mismo para todos los genes
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Figura 26- Anilisis mediante Northern-blot de las unidades de transcripcién de los
genes csp. Calle 1, RNA extraido a una DO 0,52 ; Calle 2, RNA extraido a D.Ogo 1,5 Calle 3, RNA
extraido a una D O 2,6; Calle 4, RNA extraido a una DOy 2,7 (fase estacionaria). En el margen
izquierde de la figura sc muestran los tamafios en kb de los marcadores de RNA utilizados. A) Morthern-
biot hibridado con el fragmento Pvull-Sspl del gen cspd obtenido del plismido pKIDES43; B) Northern-blat
hibridado con ¢l fragmenio Psil del gen cspC obtenido del plasmido pK.C31. C) Northern-blot hibridado
con ¢l fragmenio Hindlll del gen cspl obienido del plismido pKC33. También se hibridd un Northern-blot

con el fragmenio Psti-EcoRI del gen cspl), perieneciente al plismido pl.C21, pero no sc muestra en la
figura al no aparecer bandas de hibridacidn.

a excepcion de la digestion Ssrl en donde la banda de hibridacion del gen cspA es un poco
mis pequefia. Los tamafios de las bandas de hibridacién son de 290 kb para la digestion
Eco521, 340 kb para la digestian Mlul, 350 kb para la digestion Nrul y 52 kb en el caso del
gen cspA & 72 kb para el resto de los genes con la digestion Ssrl. De estos resultados se
puede deducir que que al menos tres de los genes se localizan en el mismo fragmento de 72
kb del cromosoma, estando juntos los cuatro al menos en un fragmento de 290 kb. Es
posible que el fragmento Ss/1 de 52 kb se encuentre unido en ¢l cromosoma al fragmento de
72 kb, con lo cual los cuatro genes se localizarian al menos en un fragmento de 124 kb. Por
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tanto, parece que los cuatro genes, aunque no constituyan un operdn, si parecen localizarse
relativamente cerca en el cromosoma bactenano.

Figura 27- Electroforesis en campo pulsado del DNA de C acefobutylicum NCIB
8052, El panel de la izquierds muestra los fragmentos de restriccion separados mediantes electroforesis en
campo pulsado, tefiidos con BrEL v visualizados bajo radiacion UV, Las digestiones del DNA e realizaron
con las enzimas de restriccin Eco521 (calle 1), ATl (calle 2), Nrul (calle 3) y Ssfl (calle 4). El panel de la
derecha muestra la antorradiografia del Sowthern-blor de dicho gel tras la hibridacidn con los fragmentos
Pvull-Sspl del plismido pKDES43 (panel B), Hindlll del plismido pK.C33 (panel C), Pl del plismido
pK.C31 (panel D) y Psif-EcoRl del plismido pK.C21 (panel E), correspondientes a los genes cspd, cspB,
expll y cxplD) respectivamente. A la izquierda =2 muestran los marcadores de peso molecular ulilizados,
expresados en kb (escalera de )
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3- CARACTERIZACION MOLECULAR DEL GEN ESTRUCTURAL pepA

No solo en 8. prewmoniae existen proteinas con dominios capaces de reconocer e
interaccionar con los residuos de colina de los dcidos teicoicos de pared, sino que por los
resultados descritos hasta el momento, . acefobutylicum NCIB 8052 posce al menos
cuatro genes coditicantes para proteinas con dicho dominio. Ademds, en C. acefobutylicum
NI-4 y NI-504 existen fragmentos de DNA que hibridan con el fragmento Pywll-Sspl que
codifica para el dominio de unién a colina de la proteina CspA, lo que implica la posible
presencia de proteinas de este tipo. En neumococo se habian clonado hasta el momento los
genes que codifican para Ia amidasa LytA (Garcla y cols., 1985) y la proteina de superficie
PspA (Yother y Briles, 1992a), aunque se conocla la existencia de otra enzima litica, la
glucosaminidasa (apartado 2.1.2 de la introduceion), también dependiente de colina
(Sanchez-Puclles y cols., 1986b). El interés por clonar esta Gltima enzima litica u otras
proteinas que contuvicran el dominio de unién a colina, nos llevéd a la bisqueda de nuevas

estrategias de clonacion,

3.1- Hibridacién heterélogn del DNA gendmico de S, pneumoniae

Se realizé un Southern-biot con los DNAs cromosémico de la cepa R6 de
neumococo y del fago Cp-1, que contiene un gcn.que codifica para una lisozima
dependiente de colina (Garcia y cols., 1987), digiriendo ambos con la enzima de restriccion
Hincll. Como DNA control se utilizd el DNA de C. acetobutylicurn NCIB 8052 digerido
con las enzimas de restriccion Hincll y lscoRV. La hibridacion se realizd en condiciones no
estrictas (40°C) utilizando como sonda el fragmento del gen espd que codifica para el
dominio de unidn a colina (Fig. 28). En las calles correspondientes al DNA de C.
acetobuiylicum aparccen cuatro bandas de hibridacidn correspondientes a los genes <sp,
detectandose la presencia de dos bandas de hibridacién en el DNA de neumococo y una
banda en el DNA del fago Cp-1. Esta ultima corresponde al fragmento Hincll del DNA del
fago Cp-1 que contiene ¢l gen que codifica para la lisozima Cpll (Lopez y cols., 1984),

Respecto al perfil de hibridacién del DNA de neumococo, conociamos por secuencia
que la banda de hibridacién de menor tamafio no podia corresponder al gen pspA, aunque si

la mayor (Yother y Briles, 1992a). Para comprobar que ninguna de las dos bandas se
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Figura 28- Anilisis mediante Southern-blot del DNA de C acetobutylicum NCIB 8052,

8. pneumoniae R6 y fago Cp-1. Calles 1 y 2, DNA de C. acetobutylicum NCIB 8052 digerido con
Hincll y EcoRV, respectivamente. Calle 3, DNA del fago Cp-1 digerido con Hincll. Calle 4, DNA de 5
preumoniae digerido con Hincll. En el margen izquierdo de la figura se muestran los tamafios en kb de las
fragmentos de restriccion wtilizados como marcadores (JW/BsELl). Se utilizé como sonda el fragmento Pywll-
Sspl del plismido pKDES43 que codifica para el dominio de unién a colina de la proteina CspA. La
temperatura de hibridacion y lavado foe de 40 °C.

correspondia con el gen /w4 se realizaron dos Sowthern-blots incluyendo también el
DNA cromosomico de la cepa M31, un mutante de neumococo que carece del gen [y
(Sanchez-Puelles y cols., 1986b). Mientras que una membrana se hibridé con la misma
sonda y en las mismas condiciones que en el caso anterior, la otra se hibridd en condiciones
estrictas (65°) con el plasmido pGLS0, el cual contiene el gen lyid. En el primer caso,
aparecieron dos bandas de hibridacion en el DNA de la cepa M31 lo cual queria decir que
ninguna de ellas podia corresponder al gen hytd (Fig. 29A). Con la segunda hibridacién lo
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que se tratd de demostrar fue la fidelidad del DNA de la cepa M31 utilizado, detectandose
la aparicion de dos bandas de hibridacion con el DNA de la cepa R6 correspondientes a los
fragmentos Hincll que componen el gen Jytd completo, mientras que no se detectd ninguna
banda con el DNA de la cepa M31, como cabla de esperar al carecer del gen fy#d (Fig,.

298).

3.2~ Clonacion del gen pepA

Puesto que ninguna de las dos bandas del DNA cromosémico de neumococo que
hibridaban con el fragmento que codifica para el dominio de unién a colina de la proteina
CspA correspondia al gen /4 y, en todo caso, la banda de mayor tamafio podria
corresponder al gen pspA, cabla la posibilidad de que el otro fragmento que hibridaba
contuviera fa regién que codifica para el dominio de unién a colina de la glucosaminidasa o,
al menos, de otra proteina relacionada, Con el fin de clonar los fragmentos de DNA
responsables de dichas bandas de hibridacion, se decidid construir una genoteca Hincll con
el DNA de la cepa R6 de neumococo utilizando como vector de clonacién el plasmido
pUCIR digerido con Smal y como cepa receptora . coli TG-1. La seleccion se realizé
utilizando la misma sonda y las mismas condiciones de hibridacion del Sowuthern-blot
descrito en el apartado anterior. De un clon positivo se aislé ¢l plasmido pEK1 con un
inserto de 4,4 kb, Al tratarse de un inserto demasiado grande, se decidié subclonar un
fragmento mds pequefio que contuviera la regidn responsable de la hibridacién pues éste,
probablemente, se corresponderia con la regién codificante del dominio de unidn a colina de
una nueva proteina. Para ello se realizé un Sonthern-blot de dicho plasmido digerido con
diferentes enzimas de restriccion e hibridado en las mismas condiciones utilizadas en el
andlisis de la genoteca (Fig. 30). Puesto que la banda de hibridacién de menor tamafio se
observd en la digestion EcoRI, se procedid a su subclonacion en el plasmido pUCIS
digerido con JscoRI y posterior transformacién de E. coli TG-1, De esta manera se¢ aislo un
nuevo clon positivo que contenia el plasmido recombinante pEK2 con un inserto-de 1 kb.
Mediante la secuenciacion de parte de dicho inserto se pudo comprobar la existencia de
secuencias repetidas muy similares a los motivos de unién a colina descritos hasta ahora.
Estos datos demostraron que se habia conseguido la clonaciéon de un gen codificante para

una nueva proteina de neumococo con un dominio de unién a colina.
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Figura 29-, Anilisis mediante Southern-blof del DNA de las cepas de neumococo R6 y

M31. A) Southern-blot hibridado con el fragmento Pvull-Sspl del plismido pKDES43 que codifica para el
dominio de unitn a colina de la proteina CspA_ Calle |, DNA de la cepa de neamococo Ré digerido con la
enzima de restriccion fiincll. Calle 2, DNA de la cepa de neumococo M31 digerido con la enzima de
restriccién Fincll. La iemperatura de hibridacién y lavado fue de 40°C. B) Sowthern-blod hibridado con el
plasmido pGLB0 que conticne el gen lved. Calle 1, DNA de la cepa de neumococo M3 1. Calle 2, DNA del
fago Cp-1. Calle 3, DNA de de la cepa de neumococo R6. La temperatura de hibridacidn y lavado fue de
65°C. En ¢l margen izquicrdo se muesiran los tamafios en kb de los fragmenios de resiriccion uiilizados
coims marcadores (A BsrEIT).

105



)

b 12345 678

- - -

o

W

i

o,

oo o N W e

= e — P B L CRT

-

Figura 3)- Anilisis mediante Southern-blot del plismido pEKI1. El plismido pEK] s
digirié con las enzimas Sspl (calle 1), Hincll (calle 2), Hindlll (calle 3), EcoRV (calle 4), Pyl (calle 5),
EcoRl (calle 6), Dral {calle 7) y Pstl (calle 8). Se wtilizb como sonda el fragmento Pyull-Sspl del plismido
pKDES41 que codifica para ¢l dominio de unidn a colina de la proteina CspA. La temperatura de
hibridacién v lavado fse de 40°C. En ¢l margen izquierds s musstran los lamafios en kb de los fragmenios
de restriccion utilizados como marncadores (A/BsEI).

3.3- Secuenciacién del gen pepAd

Para caracterizar a nivel molecular el nuevo gen clonado, se procedit a la secuencia
del inserto de 4,4 kb del plismido pEK1 utilizando tanto los primers universales como
oligonucledtidos sintéticos. En la figura 31 se muestra el mapa de restriccion del plismido
pEKI1, los subclones preparados para la secuenciacion de dicho plismido y la organizacion
de los posibles genes presentes en el inserto. La secuencia de nucledtidos de las dos cadenas
y la secuencia de aminoacidos deducida se muestran en la figura 32. Podemos distinguir
cinco marcos de lectura abiertos, ORF1 (del nuclebtido 1 al 171) que codifica para una
proteina truncada en su extremo 5', ORF2 (del nucledtido 365 al 672) codifica para una
posible proteina de 99 aminoacidos, ORF3A (del nucledtido 831 al 1115) codifica para una
posible proteina de 93 aminoicidos, la ORF3IB (del nucledtido 1141 al 1709) codifica para
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una posible proteina de 190 residuos y ORF4 (del 2063 al 4190) que codifica para una
proteina de 708 residuos. Las ORF1, 2 y 4 se localizan en una de las hebras del DNA
situandose la ORF3A y OREF3B en la hebra complementaria (Fig. 31 y 32). Todas las ORFs,
a excepeton de la ORFEI que esta incompleta y la ORF3A, presentan la secuencia de un
posible RBS precediendo al codon de iniciacién (Murray y Rabinowitz, 1982). Esto sugiere

que dichos genes podrian ser traducidos.

Smol/HO N H H 88 Ev ﬁNSs H X EvE HlI/Smal

ORFI  ORFe A ogpr3 B pCpA PEK!

r|5 E

|
Il-l HO/Smal PEK?
y - ‘ pEK3
H . ‘ PEKS

[ |
pEKE
1K

Figura 31- Mapa fisico del plzismidb pEK1. En la parte superior de la figura sc muestra cl
fragmento de restriccion Hincll del DNA de la cepa de neumococo R6 clonado en ¢l pldsmido pEKI. Las
flechas negras corresponden a los marcos de lectura abiertos (ORFs), indicAndose con la punta de la fieccha
el sentido de la transcripcion. El espacio en blanco presente en la ORFJ hace referencia al sallo de fase
enirc la ORF3A y In ORF3B, Los trazos finos de la parte inferior de la figura representan los subclones
derivados del plasmido pEK1 utilizados en la sccuenciacidn. El bucle dibujade entre la ORF3B y cl gen
pepel, hace referencia a la secuencia palindrdmica posiblemente implicada en la regulacidn del gen pepA.
Dianas de restriceién: By, EcoRV; H, Hindl1L HIL, finell; E, EcoRI, N, Neol, Ss, Sspl.

3.3.1- Analisis de Ia secuencia de nucledtidos del gen pepA ‘

En la ORF4 se localiza la region que hibrida con el fragmento de DNA que codifica
para el dominio de unidn a colina del gen cspA. Dicho marco de lectura comprende 2.127
nuclestidos que codifican, como ya se dijo anteriormente, para una proteina de 708 residuos
que fue denominada PepA (Preumococcal Choline Protein A) . El codon de iniciacion ATG

esta precedido por la secuencia de un posible RBS (AAGGA, de la posicion -8 a la -11),
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GACGATTTATACGACTTAATACTCTTCGARAATCTCTTCAAACCACGTCAGCTTCCATCT
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CTGCTARATATGC TGAATTATGAGARGC T T T TAGAGAAG TTTGGTGCAGTCGAAGGTAGA
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ACAACCTCAAARCAGTGTTTTGAGCAGCCTGCAGCTAGCTTCCTAGTTTGCTCTTTGATT
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TTCATTGAGTATARAAACAAGAACACCTTGCT T GGCGCAGGGTGTTTCGLGTGAAACAGA
121 m=mmme——— e fom—————— Frm———— dm e — e e + 180
AARGTAACTCATATTTTTGTTCTTGTGGAACGARCCGCGTCCCACARAGCGCACTTTGTCT
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AGARTTATCTGGTTTCAAATGCTACAGTTARAAT TAGTAARACAAGAAATAGAAGCTGAR
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TCTTARNTAGACCARAGT TTACGATGTCARTTTTAAT CATTT FGTTCTTTATC TTCGACTT

AAGCCAGCATCTGTAGAAGC TTGGATCATTTCCETC AAATTARAAAAGGT TGCTACCGAC
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TTCGGTCGTAGACATCT TCGAACCTAGTAAGGCAGTTTAATT TTTTCCAACGATGGCTG

ATATATAGATTCCARANACAAARMACGT TAGCGGARCTAGCAGATGTGATT TTATGGAGTT
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TATATATCTAAGGTTTTTGTTTTTGCAATCGCCTTGATCGTCTACAC TAAAATACCTCAR

TCGATTTTGCARATGAT CATGCTCATGCATTTTTCATGGATAATGTTGAGTGGAGTCATG
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AGLTAAAACGTTTACTAGTACGAGTACGTAAAAAGTACCTATTACAACTCACCTCAGTAC
1! F A~ N D H A H A FP FMDNUWE W S8 H
ORF2~~3>

CAGATTCTTACTTTCTTAGCTTTGTTAGTGACGATGTTGAAGARACGTTACACAGARAATG
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TCTATCTGGATAGCCTAAGTGICAARCANAAAT TTAAGTTTATTT TCGACTTCGGTGATG
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AGATAGACCTATCGGATTCACAGT TTGTTTTTAAATTCAARTARAAGCTGARGCCACTAC
3V Y L D 8 L SV K Q KF KFTIVFODTFGD

AATGGCGTETTGAATGCCAAGTGCTGAGAGARAATCGAGACAGAGGACGAAGAAGCTTATC
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TTACCGCAAAACTTACGGTTCACGACTC TCTTTAGC TCTGTCTCCTGCTTCTTCGAATAG
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TTAGCGGCTTGAGTTTGCTGGATTTACGTGGAGTTTCTACTIGAGGATATATCTTCATGA
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GTGTCCTCAGAACTGAGAGGAGTTCTTGAAATCGTAACACCACT TTGARCAAGAGT TACT
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CACAGGAGTCTTGACTCTCCTCARAGAACT I TAGCATTGTGGTGARACTTGTTCTCAATGA
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TCARCCCATTGGCTCCGACGGATTARGTTGCTT TCGTGARTACCAAARATCAGCCGCAAT
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TTGTTCATAAGTTCGATATTCTCGCACATATTGAAGAGTGGCCATAAGAAGGCTTCTAGG
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CACAGTTAGAAAAAAAGTAGATAGGGCTCTTAATAAAAGGGCGGTAAACATAAACGTTTA

T D I KKEDTI GUL I I KGGNTNAF 30

GCTGAGTAGGTTTCCCAGAAAGACTCTGGAAGATTGTTTTTAGCTTTTTTGTATTCTAAA
1621 mmmmmemme PR N e e Frmmmmmme—t 1680

CGACTCATCCAAAGGGTCTTTCTGAGACCTTCTAACAAAAATCGAAAAAACATAAGATTT
A S ¥ T E WUV F S5 EPLNU NI KM AMAMEKIKYEL 10!

TCAACCCCTTCAAATTT TARGTCCATATT I TTCCTTTACATCEGARAMAAGTGGTTCTGG

1681 mm=r—me=m fom e fmmmm e fm e oo fom e + 1740
AGTTGGGGANGTTTAAAATTCAGGTATARARAGGARATGTAGACTTITTTCACCARGACC
D VG E F KL D M ~10 1!
<~~-0ORKE3R
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TATTTGTTCAAGTTGAGTGATAATATAGCGAATTGAAT TTCGAGAGT TTTTACTCAGTTA
1741 ========- tmm e o i o R ——— SRR + 1800
ATAAACARGTTCAACTCACTATTATATCGCTTAACT TAAAGC TCTCAAARAT GAGTCART
=35 e b B bl >
RI RD -

ATTTCTTETTTAACCCACTTTAATTTCTTTTTTAACCCACTTTAATTICT T TTTAACAC

1801 ~—-mrr-m- e el oo fom e ity o e e + 1860
TAAAGAARAARTTGGGT GARATTAAAGAAAAAATTGGGTGAAATTANAGARAAAATTGTG
—————————————————— P e e e e e e D e i

~35 -10
GGGTTARAMAGAAATTARMGIGGGTTAATTTTCCTTGACTT AMAAT T TAAARATGATAT

{4:] 3 QR — TR —— S ——— LS N PR + 1920
CCCART T TTTIC T TAATTTCACCCART TAAMAGGAACTGAATTTTAAAT TTTTACTATA

+1

ACTGTGTTTATGGAGAGATGACAAT T TATAAMNATGTACTACTCTATTCTACTAGATAATG

1921 —===mmm—e D MR pm = e PN fasesmse + 1980
TGACACARATACCTCTC TACTGTTANATATTT TACATGATGAGATAAGATGATC TATTAC

ATTGARTARAACTTT TTATARCAACGGCTAGCAAAGTTATAATTT TATATCTATTAGARA
1981 ~mmmmmn- - I T e . b I 2040
TARCTTAT TTTGAAARATATTCLTCCCGATCE T T CARTATTARAATATAGATART CTTT

ATAAATATGTAAGGAAATTTARAT GAAAAAAACTACAATATTATCATTARCTACAGCTGC

2041 mmmmme—— . dommmm fmmmmm——— drmm———— R — + 2100
TATTTATACATTCCTTTAAAT MTACT TT TTTTGATGTTATARTAGTARTTGATGTCGACG
1 M XK KT TTIITUL § L T T A A
ORFA-~->

GGTTATTTTAGCAGCATATGTCCCTAATGAACCAATCCTAGCAGCATATGTCCCTAATGA

2101 == L atnlalal e et e bkl b e e + 2160
CCAATARMATCGTCGTATACAGGGATTACTTGGTTAGGATCGTCGTATACAGGGATTACT
14" v I L A AY V P NE P I L A A YV P N E

ACCARTCCTAGCAGATACTCCTAGTTCGGARGTAATCARAGAGACTARRGTTGGARGTAT

R 1] R — - o mm e st e PRI + 2220
TGGTTAGGATCGTCTATGAGGATCARGCCTTCATTAGT TTCTCTGATTTCAACCTTCATA
34' P I L A D T P S 8 E V I K E T KV 6 § I

TATTCAACAAMAATAATATCANMATATAAGGTTCTAACTGTAGAAGGTAACATAGGAACTGT

2221 mmmmmmme— R hiakabaled e e tommmm Fom o e + 2280
ATAAGTTGTTTTATTATAGTTTATAT ICCAAGATTGACATCTTCCATTGTATCCTTGACA
54! I 9 @ N N I K Y XKV L TV EGNTIGT YV

TCAAGTGGGTAATGGAGT TACTCCTGTAGAGT TTGARGCTCETCAAGATGGAANACCATT

228 --------- Frm e e e bl by o ———— Fom e Fro o ——— + 2340
AGTTCACCCATTACCTCAATGAGGACATCTCAAACTTCGACCAGTTCTACCTTTTGGTAR

74! g vV 6 N GV TPV EFUE-AGQD G K P F

CACGATTCCTACARAARTCACAGTAGGTGATARAGTATTTACCGTTACTGAAGTAGCTAG

2341 —ommmemen PR fmmmmm—— N THRE . RPN + 2400
GTGCTAAGGATGTTTTTAGTGTCATCCACTATTTCATANATGGCAATGACTTCATCGATC
94' ¢ I p T K I T V G D KV F T V T E V A S

TCAAGCTTTTAGTTATTATCCAGATGAAACAGGTAGAAT TGTCTACTATCCTAGCTCTAT
2401 mmmrmm—— fomsem e e PR PR TRRS————— + 2460
AGTTCGAAANTCAATAATAGGTCTACTTTGTCCATCT TARCAGAT GATAGGATCGAGATA
114 @ A F S Y Y P D E T G R I V Y Y P 8§ § I

TACTATCCCATCAAGCATAAAARAAATAC ALMAARAAAGGCTTCCATGGANGTARAGCTAA

246l m=mmmmmm o e e e et Ll Fmmm e ———— S —— + 2520
ATGATAGGGTAGTTCGTATTTTTTITATGTTTTTTTTCCGAAGGTACCTTCATTTCGATT

134! T I P S 85 I K K I @ K K 66 F H G S K A K

AACTATTATTTTTGACAAAGGCAGTCAGCTGGAGAAAATTGAAGATAGAGCTTTTGATTT
2521 mmmmmme—— PSR PR e b e + 2580
TTGATAATAAAAACTGTTTCCGTCAGTCGACCTCTTTTAACTTCTATCTCGAAAACTAAA
154' T I I F D K G 8 @ L E K I E D R A F D F
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TTCTGARTTAGAAGAGATTGAATTGCCTGCATCTC TAGAATATAT TGGARC AAGTGCATT

L D —— b e M — T fmmmr e o o e + 2640
AARGACTTAATCTTCTCTAACTTAACGGACGTAGAGATCT TATATARCCTTGTTCACGTAR
174 s E L E E I BEL P A S L BE Y I 6T 8 A F

TTCTTTTAGTCARAAATTGAARARGC TARCCTTTTCCTC ARGTTCARAAT TAGAATTAAT

2641 mmmm e fomm D T, fom Fmm e + 2700
ARGAARATCAGTTI'TTAACTTTTTCGATTGGAARAGGAGTTCARGTT TTAAT CTTAATTA

194' $ F $ @ KL K K L T F S S8 8 5 KL E L I

ATCACATGAGGCTTTTGCTAATTTATCAAATTTAGAGAAACTAACATTACCAAAATCGGT

2701 ====wmmm- o fommmm R R + 2760
TAGTGTACTCCGAAAACGATTAAATAGTTTAAATCTCTTTGATTGTAATGGTTTTAGCCA

214" '$ H BE A F A N L S N L E KL T L P K § V

TAAARACAT TAGGARGTAATCTAT T TAGACTCACTACTAGC TTARACATGTTGATGTTGAG

2761 mrrmmmem Chaleiedelalel b e e —— e ke e e e + 2820
ATTTTGTAATCCTTCATTAGATAANTCTGAGTGATGATCGAATTTGTACAAC TACAACTC

234! KT L6 $ N L PR L TTS5 L NMTIL ML R

AGGAATGATCGTTGCCTCAGTTGATGGTGTTTCGTTTCAARGTAARACTCAATTARTT TA
2821 o= - T — TN U AU ——— + 2880
TCCTTACTAGCANCGGAGTCARCTACCACAAAGC RAAGT TTCATT T TGAGTTARTTARAT
24" G M I V A 8 VDGV S FQS SZ KTTGQTLTI ¥

TTATCCARGTCAMAAAAATGACGANAGT TATARANC GCCTAAGGAGACAAARGAACTTGC

2881 -y frow s b= e Rt fos Uil b b Lol bt F 2940
AATAGGTECAGTT TTTTTACTGCT IMTCAATAT TTTGCGGATTCCTCTGTTTTCTTGARCG

274" Y P 8§ ¢ K N DE S Y KTP I KUETTUX E L A

ATCATATTCGTTTAATARAAATICTTACTTGARAAMCTCCGAATTGAATGAAGGTTTACA

2941 ~-mmem—- e o e from e e Fra e e hudntal b ot e = + 3000
TAGTATAAGCAANT TAT TTYPAAGARTGAACTT T TTIGAGCTTARC T TACTTCCARATGT

294" 5 ¥ 858 F N KN S ¥ L K KL E L NE 6 L Q

AAAARTCGGTACTTTTGCATTTGCGGATGCGACCAAACT TGARGAAATTAGCT TACCARA

3001 mreeme—— fomsm - e froc e st e e e o e + 3060
TTTTTAGCCATGAAAACGTAAACGCCTACGCTGGTTTGARCT TCTTTAATCGAATGGTTT

319! K1 67T F A FADAMTI KULETETIS L P N

TAGTTTAGAAACTATTGAACGTTTAGCCTTTTACGGTAAT TTAGAAT TARAAGAACTTAT
3061 mmmmmee PR g RO —— ot e o + 3120
ATCARATCTTTGATARCTTGCAAATCGGARART GCCATTARATCTTAAT T TTC TTGARTA
334'  $ L E T ! B R L A F Y 6 N L E L K E L I

ATTACCAGATAATGT TAAAAATTTIGGTAAACACGTTATGAACGGTTTACCARAATTTTT

3121 ~~mmmmme b o e o e oo o v o e o Fommmm tmm— + 3180
TAATGGTCTATTACAATTTETARARCCATTTGTGCAATACTTGCCAAATGGTTTTARAAL

KLER L P DNV KNVFG KHV M NGULUP KF L

AACATTATCTGGTAATAATATCANCTCATTGCCGTCCTTCTTCCTAAGTGGCGTCTTAGA

3181 —mrmm e oo o e O R pmmmmmem——t 3240
TTGTAARTAGACCATTATTATAGTTGAGTAACGGCAGGAAGAAGGAT TCACCGCAGAATCT
37" ¢ L s 6 N N I N S L P S F F L 8 G V L D

TTCATTARAGGARATTCATATTANGAATARAAGTACAGAGT TTTCTGTGAAARARGATAC
324) mmemmne- b e e e e + 3300
ARGTARTTTCCTTTAAGTATAATTCTTATTTTCATGTCTCAARAGACACTTTTTTCTATG
394' s L K E I M I K N K 8 T E F 8 V K K D T

ATTTGCAATTCCTGARACTGTTAAGTTC TATGTAACATCAGAACATATAARAGATGTTCT |
3301 ~wmmmmme g o et e fommm——— o e + 3360

TAAACGTTAAGGACTTTGACAAT TCAAGATACATTGTAGTCTTGTATATTTTCTACAAGA
114! F A I P E TV K F YV T S EHTIIZ KDWVTIL

TAARTCAAATTTATCTACTAGTAATGATATCATTGTTGAAAAAGTAGATAATATARRACA
3361 ——mmmme e PR oo e et ot o FYBE—- e + 3420

ATTTAGTTTAAATAGATGATCATTACTATAGTAACAACTTTTTCATCTATTATATTTTGT
134" K 58 N LW 8 TS N DI I VEEKWUVDWUNTIIKDZQ
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AGAAACTGATGTAGCTAAACCTAAAAAGAAT TCTAATCAGGGAGTAGTTGGTTGGGTTAA

3421 ---=-mme- o m Fomm e e e it e + 3480
TCTTTGACTACATCGATTTGGATT TTTCTTAAGATTAGT CCCTCATCAACCAACCCAATT

454" E T D V A K P K KN S N QG WV V 6 W V K
AGACARAGGTTTATGGTATTACT TAAACGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGTTGGGTTAA

348} ~=--m-- - e it R tmm e ——— e ekt Fom + 3540
TCTGTTTCCAAATACCATAATGAATTTGCTTAGTCCAAGTTACCGATGACCAACCCAATT

474! D K 6L WY YL NI ESOGSMMTG WV X
AGACAAAGGTTTATGGTATTACTTAAACGARTCAGGTTCAATGGC TACTGGT TGGGTTAA

3541 rmmmmmm - A ittt tommm o ke e + 3600
TCTGETTTCCAMATACCATAATGAATTTGCTTAGTCCANGTTACCGAT GACCAACCCAATT

494" DK 6L W Y Y L NES G S M A TG W V K

AGRCAMNGGTTTATGGTATTACTTAAATGAATCAGGTTCARTGGC TACTGGTTGGGTTANM

3601 ~—-mmmme o e e e P frmmm e s + 3660
TCTGTTTCCARATACCATARTGAATTTACTTAGTCCARGT TACCGATGACCARCCCARTT

51' D K ¢ L W ¥ Y L N E S G 5§ M AT G W V K

AGACAAAGGCTTATGGTATTACTTAAACGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGT TGGGTTAR

J66) - b Fomem e —— Frm - o o e + 3720
TCTGTTTCCGAATACCATAARTGAATTTGCTTAGTCCAAGTTACCGATGACCAACCCARTT

534" DK ¢ L w ¥ ¥ L N E S GG S M AT GG WV K

AGACAANGGCTTATGGTATTACTTAAACGARTCAGGTTCAATCECTACTEGT TGGGTTAA

3721 = drmmm hmmmm e R i e R L + 3780
TCTGTTTCCGAATACCATANTGAATTTGCTTAGTCCANGTTACCGATGACCAACCCAATT
54' D K G L W Y Y L N E 8§ G 5§ M A T 6 W V K

AGACAAAGGCTTATGGTATTACTTAAATGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGT TGEGETTAR

3781 === foe e e el o temmrm - tr——————- + 3840
TCTGTTTCCGAATACCATARTGAATTTACTTAGTCCAAGTTACCGATGACCAACCCANTT

574" D K 66 L W ¥ Y L NES G S M A T G W V K

AGACAARGGCTTATGGTATTACTTAAACGAATCAGGTTCARTGGC TACTGGTTGGGTTAA

3841 wemmmmemn g m I Fommmmmmnn e e + 3900
TCTGTTTCCGAATACCATAATGAAT TTGCTTAGTCCAAGT TACCGATGACCARCCCARTT

59 D K G L W Y Y L N E S 6 S M AT G W V K

AGACAMAGGCTTATGGTATTACTTARATGAATCAGGTTCAATGGC TACTGGTTGGGTTAA

3901 mmmmm———— PSR- b e T ORI pom e + 3960
TCTGTTTCCGAATACCATANTGARTTTACT TAGTCC ARGTTACCGATGACCARCCCARTT
614! D K ¢ L W ¥ ¥ L N E S ¢ 8 M A T GG W V K

AGACAAAGGCTIATGGTATTACT TAAACGARTCAGGTTCARTGGCTACTGGT TGGGTTAN

3961 mmmmmme- o PR — fmmmmmmme Hmm e PR + 4020
PCTGTTTCCGANTACCATARTGART TTGCT TAGTCC ARGTTACCGATGACCARCCCARTT

634' D K 6 L W ¥ ¥ L N E 8§ G S M A T G W V K

AGACAAAGGCTTATGGTATTACTTAAACGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGTTGGGTTAA

4021 ~-memmm o e e e o s e s e e + 4080
TCTGTTTCCGAATACCATAATGAATTTGCTTAGTCCAAGTTACCGATGACCAACCCAATT

654! D K 6 L W Y ¥ L N E S 6 85 M ATG W V K

AGACARAGGCTTATGGTATTACTTAAATGAATCAGGTTCAATGGCTACTGGTTGGTTTAA

4081 =wcmmmam- g = e e et fomm Fommm———— e + 4140
TCTGTTTCCGARTACCATAATGAATTTACTTAGTCCAAGTTACCGATGRACCAACCAAATT

674" D K G L w ¥ ¥ L N E 8 G 8§ M A T G W F K

AGTTTCTGGTAAATGGTACTATACCTATAATTCAGGAGATTTTATTTAGTAAACTCGACT _
4141 —==rmwmmn oot e T fmmmmm e o + 4200

TCAAAGACCATTTACCATGATATGGATATTAAGTCCTCTAAAATAAATCAITTGAGCTGA
694" vV 5§ ¢ KW Y YT VY NS G DF I ¥

ACACCCGATGGCTATCGAGTCAATGCTACGGTGAGT GEGEGTAGATAGGTATCCATTGCTAR

4201 wmmmmm——— N — fmmmm e e Fommmm e o e + 4260
TGTGGECTACCGATAGCTCAGT TACGATGCCACTCACCCATCTATCCATAGGTAACGATT
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ATCTAATCATTCTGAACTAAAMAATCTTICTTACATATGTAGGAAGATTTTTTGGATTCTC
4261 commm— b= T R ——— S —— P ————— I + 4320
TAGATTAGTARGACTTGATTTTT TAGAAGAATGTATACATCC TTCTARAAAACCTAAGAG

AMMACTAGTTTAARAGACTACGCTATTTARACCAAT TTTAAGAATGGATATATAAGGATA
4321 —-~=——--~ b e e e ity e ettt tom o m——— + 4380
TTTTGATCAAATTTTCTGATGCGATAAAT T TGGTTAAAATTC T TACCTATATATTCC TAT

TTCAGAAATCTAGTTGGTC
4381 ——=-=—mm pomme 4399
AAGTCTTTAGATCARCCAG

Figura 32- Secuenciacién del inserto de 4,4 kb del pldsmido pEKI. S¢ muestran la
secuencia de nucledtidos de Ins dos cadenas asl como la secuencia de aminodcidos de las posibles ORFs,
Con un aslerisco sc sefialan los codones de terminacidn de la traduccién. Los mucledtidos marcados en
negrila corresponden a los posibles RBSs y regiones promotoras <10 y -35. Los nucledtidos subrayados
hacen referencia a la presencia de posibles bucles de terminacién, En la region anterior a la ORF4, en
negrita y subrayado, sc muestra la sccuencia palindromica posiblemenic implicada en la regulacién de la
transcripeion del gen pep:t. Solapando con csta sccuencia, se representan con flechas (-->), la presencia de
repeticiones directas. El nucledtido marcado en negrita (+1), representa el sitio de iniciacidon de la
transcripeion del gen pepA. Las flechas (]-—>) represcutan las posibles repeticiones direclas (RD) ¢
invertidas (RI), presentes en la sccuencia de insercién IS/381, Los aminodcidos marcados en negrita, son
resultantes del solapamicnto de la ORFIA y ORF3IB, teniendo en cuenta un salto de fase en ¢l marco de
leciura de la ORFIB, de tipo +1. .

Se¢ ha determinado mediante la técnica de primer extension, el sitio de iniciacion de
la transcripeion, La transcripeidn del gen pepd parece comenzar en la adenina situada a 132
pb del codon de iniciacion (Fig. 33). Precediendo al sitio de iniciacién de la transcripcion se
localizan dos secuencias caracteristicas de promotores de genes procariotas reconocidas por
la subunidad ¢-70 de la RNA polimerasa de Ji. coll (Fig. 33). Es curioso observar cémo
existe una gran distancia entre el sitio de iniciacion de la transcripcion y el ATG, al igual
que ocurria con el gen /A, Aungue ya se han descrito en la literatura regiones leader
similares e incluso de mayor longitud, se trata de una propiedad poco frecuente y
generalmente relacionada con mecanismos de regulacion génica (Friesen y Tropak, 1983;
Benner-Lugger y Boss, 1988). Otro aspecto interesante es la existencia de una estructura en
bucle que se localiza 6 pb por delante de la caja -35, con una energia libre tedrica de -41,2
keal/mol y que podria estar implicada en la regulacién transcripcional del gen pcpA. A 87
nucledtidos del coddn de terminacidén TAG, se localiza una secuencia palindromica capaz de
formar una estructura en bucle con una energia libre teérica de -14,9 keal/mol, que podria

actuar como un terminador de tipo rho-independiente.
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TTCCTTGACTTARARTT TARARATGATATACTGTGTT TATGGAGAGATGACART TTATAARATGTACTACTCTAT

TCTACTAGAT AATGATTGAATARRACTTT T TATAACARC GG TAGCARAGTTATAAT TT TATATCTAT TAGRARR

TAAATATGTARGEARATT TARATGARAAAAAC TACAAT AT TATCATTARC TACAGC TGCGET TATTT TAGCAGCA
M KE ET T I L 5L TTANATVYILAA

Figura 33- Anilisis mediante primer extensién del sitio de iniciacion de la
transcripcion del gen pepA. En la parie superior izquicrda se mucstra parte de la secuencia del
plismido pEK| realizada con el oligo OEKS (5'-ATAACCGCAGCTGTAG-3'). En la pare superior
derecha se mucstran los sitios de iniciacién de la transcripcidn de dos muestras de RNA extraidas a una
densidad dplica de 344 N (calle 1) y 800 N (calle 2). En la pane inferior de la figura se muestra un
fragmento de la secuencia situada delante del gen pepd, marcindose con +1 ¢l sitio de iniciacion de la
transcripcién. Més arriba s localiza kas cajas -10 y -35 de la regién promotora y por detris en negrita el
RES y el codén de iniciacidn de la proicina PepA. Las Mlechas hacen referencia a la secuencia palindrémica

posiblemente implicada en regulacidn.
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3.3.2- Andlisis de la secuencia de aminodcidos

L.a proteina PecpA presenta un peso molecular de 79 kDa, con un pl de 9,3. Al
obsecrvar ¢l perfil de hidrofobicidad de la proteina PcpA (Fig.34) se puede comprobar cémo
la proteina estd estructurada en dos dominios claramente diferenciados. El dominio N-
terminal, constituido por los 469 primeros residuos, presenta un perfil de hidrofobicidad
heterogéneo con dos picos hidrofobicos y dos hidrofilicos relevantes. El dominio C-terminal
constituido por los restantes aminodcidos presenta un perfil totalmente homogéneo. Esto es
debido a que el dominio C-terminal estd estructurado en doce motivos repetidos idénticos,
de 20 aminoacidos de longitud, que terminan en una cola de 19 aminoacidos que representa
posiblemente otro motivo degenerado (Fig. 35A). Dicha identidad no se manifiesta sdlo a
nivel de aminoacidos sino también a nivel de nucledtidos, a excepcion de los aminodcidos
asparagina y glicina que en 4 y 5 ocasiones respectivamente son codificados por los tripletes
GGT y AAT en lugar de por GGCy AAC (Fig. 35A).

40 -

HP 30

~5E
S L R RRRAR AR AL LLRLNERREY LLLLARRRS

1 100 200 308 400 580 Gne 760

Figura 34- Perfil de hidrofobicidad de Ia la proteina PcpA. Se licvd a cabo de acuerdo con el
wéiodo de Kyte y Doolittle (1982).
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G W \ K D K G L W Y Y L N B s G 5 M n T
GGT TGG GTT AAN GAC AAA GGT TTA TGG TAT TAC TTA AAC GAA TCA GGT TCA ATG GCT ACT
(&) T
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I 1h-24 I LAAYVPNETLD
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T1I 35-37 I LA
C
5 10 15 20 25
I 143-166 QKKGPHGEGS - K-AKTIITFDKGSOQLEEKHTX
1l 167-18¢8 EDRAFDFSE--LEBEIELPAS - -~LEYTI
1Ll 189-213 GTSAFSFSQK-LEKEKLTFSS85SSKLELT
1v 214-236 SHEAFANLSN-“LEKLTLPKS --VKTIL
v 237-260 GSNLFRLTTS-LNMLMLRGMI -VASYVY
V1 293-315 ASYSFNKNSY-LKKLEL=~-~NEGLQKTI
VII 316-338 GTFrAFPADATK~-LEEI SLP-NS-LETTI
VIII 339-301 ERLAFYGHNLE-LKELILPDN--VEKNTPF
IX 362-383 GKHVMNGLPK F--LTLSGNN-INS SL
b 304409 PSPIrLSGVLD LEEINIKNKSTEFRFSV
Consenso XHEEXTAPFPX XA YR -LEXRXLAYXLXXKX~¥Lxnl

Figura 35- Secuencias de los motives repetidos presentes en la proteina PepA A)
Secuencia de nucledtidos y aminofcidos de los motivos de unién a colina presentes en el dominio C-
terminal de la proteina PepA. Aunque los 12 motivos son idénticos a nivel de aminodcidos, en negrita se
marcan las tinicas variaciones a nivel de nucicblidos. B) Secuencia de los motivos repetidos presentes en ¢l
extremo N-terminal, los cuales son idénticos a nivel de aminodcidos pero no de nucledtidos. C) Sccuencias
de los 10 motivos ricos en feucina y otros aminodcidos no polarcs, presenies en ¢l dominio N-terminal de la

protefna PepA. En negrita s¢ marcan los aminodcidos conservados en, al menos, un 50% de los molivos.

Si se analiza detenidamente la estructura primaria de la regién N-terminal de esta
proteina sc pueden distinguir dos tipos de repeticiones. En el extremo de esta region se
localizan dos motivos completos y otro truncado, de 10 aminodcidos de longitud, que son
idénticos en la composicién de aminoécidos pero no en la secuencia de nucledtidos (Fig.
35B). A partir del residuo 143 se localiza una region con 10 motivos de 22 a 26
aminoacidos de longitud, ricos en aminoacidos no polares, predominantemente leucina
aunque también son abundantes la isoleucina, valina y fenilalanina, alternando con
aminoacidos marcadamente hidrofilicos, lo que confiere a estas repeticiones un cardcter
anfipatico (Fig. 35C). Estos motivos se agrupan en dos bloques de cinco repeliciones cada

uno, comprendiendo el primer bloque desde el residuo 143 al 260 y el segundo bloque
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desde el residuo 293 al 409 (Fig. 35C) unidos por un péptido de interconexidn con caricter
hidrofilico. Estos motivos repetidos constituyen mas del 50% del extremo N-terminal de la
proteina y aunque el resto de su secuencia presenta un alto contenido en antinodcidos no
polares, no parcce evidente que estén agrupados constituyendo motivos como los descritos
anteriormente.

Considerando la secuencia consenso de estas repeticiones hay que destacar los
residuos de leucinas conservados en las posiciones 12, 15 y 17 y que estan presentes, al
menos, en el 60% de los motivos repetidos. En algunos motivos estas leucinas consenso son
sustituidas por los aminoéeidos isoleucina, fenilalanina o alanina, Hay que destacar que
tanto la leucina en la posicidn 12, como la fenilalanina en la posicion 5, son los aminoécidos
mas conservados, estando presentes en el 80% de los motivos. Otras posiciones
conservadas con aminodcidos hidrofobicos son la 23 y la 26. La primera presenta un 50%
de leucinas sustituidas en el resto de las repeticiones mayoritariamente por valina, La
segunda, sin embargo, presenta un 50% de isoleucinas sustituidas en los otros motivos por
aminodcidos hidrofabicos como leucina, valina 6 fenilalanina. La posicion 4 con un 50% de
alanina, y la 20 que estd ocupada en la mayor parte de los casos por serina o asparagina, son

también dignas de mencidn.

3.4- Comparacién de Ia proteina PcpA con otras proteinas del banco de datos

Al comparar la secuencia de aminoacidos del dominio C-terminal, con las secuencias
presentes en la base de datos del EMBL, se comprobé que la regién C-terminal presentaba
una gran similitud con los dominios de unién a colina ya descritos previamente (Fig. 57,
pag. 162).

El dominio N-terminal mostrd una elevada similitud con los receptores de las
hormonas gonadotrépicas asi como con la chaoptina, una glicoproteina de superficie
presente en las células fotorreceptoras del ojo compuesto de la mosca. En la figura 36A se
compara la proteina PepA con la chaoptina y con el receptor de la hormona
foliculoestimulina humana (Fshr). El porcentaje de similitud entre la chaoptina y la proteina
PcpA es de un 67,9% mientras que el de identidad es de un 24,3%. Similares porcentajes de
similitud e identidad se establecen entre Fshr y PepA, siendo éstos de un 66,4% y un 23%,

respectivamente. Estas proteinas se caracterizan por contener los motivos anfipaticos
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Figura 36- Comparacién de Ia secuencia de aminoscidos de PcpA con otras proteinas.
A) Comparacién de la secuencia de aminodcidos del dominio N-lerminal de la proteina PcpA con la
chaoptina de Drosophila y con ci receplor de la hormona foliculoestimuling humana (Fshr). Las barras
verticales hacen referencia a los aminodcidos idénticos micntras que los dos puntos hacen referencia a los
aminodcidos conservados. B) Se mwestra la comparacion de las sccuencias conscnso de algunas proteinas
que poscen motivos similares, ricos en leucina (LRRs): la glicoprolelna-c; humana, la chaoptina de
Drosophita, la glicoproteina 1b humana (GPIB), la protelna M de la membrana externa de Yersinia pestis
(Yop M), 1a internalina (InlA) de Listeria monocylogenes y la PepA de 8. prnewnoniae. Debajo de estas
secuencias aparcce la scouencia consenso obtenida por Kobe y Deisenholer (1994) tras la comparacién de
las LRRs de todas las proteinas con dichos molivos descritas hasta el momento. Los simbolos utilizados: x,
aminodcidos no cousenso; -, huccos que son necesarios abrir para alincar con la conscnso;, ¥, un
aminodcido puede estar o no presente cn esta posicion; a, ua aminodcido hidrofébico, predominantemenite

leucing, pero puede ser fambidn fenilalanina, isoleucina & valina.
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repetidos ricos en leucina, estableciéndose la homologia entre ellas a este nivel.
Repeticiones similares a éstas sc identificaron por primera vez en una proteina del suero
humano con funcién desconocida, la glicoproteina a rica en leucina (LRG) (Takahashi y
cols., 1985). Actualmente estan descritas un amplio niimero de proteinas con diferentes
funciones y localizaciones, pertenecientes a una gran variedad de microorganismos, que
constituyen una superfamilia de proteinas con motivos ricos en leucina (LRRs) (Para una
revision ver Kobe y Deisenhofer, 1994). Estos motivos destacan por la presencia de una

secuencia consenso caracteristica (Figura 36B)

3.5- Caracterizacion de la unidad de transcripeion del gen pepA

Se llevé a cabo el estudio de la transcripeion del gen pepd en la cepa R6 de
neumococo mediante la extraccion de RNA a lo largo del crecimiento y posterior anélisis
del mismo por Northern-blot, utilizando como sonda el fragmento Xbal-ficoRV del gen
pepA (Fig. 31). El gen parece transcribirse durante la fase exponencial de crecimiento ya
que las sefiales de hibridacion solo aparecen en las muestras extraidas durante esta fase (Fig.
37). El tamafio del transcrito, aproximadamente de 2,3 kb, coincide con el esperado
considerando el sitio de iniciacion de la transcripcién, determinado previamente por primer
extension (Fig. 33), y la secuencia del posible terminador (Fig. 32). Aparentemente, en estas
condiciones el gen pepd se transcribe como un gen monocistrénico. Es posible que en la
secuencia palindrémica situada cerca de la region promotora se una alguna proteina

responsable de la regulacion de la transcripcidn del gen pepd.

3.6- Obtencién de mutantes del gen pepA,

Con la finalidad de conseguir alguna informacién adicional sobre la funcionalidad de
la proteina PcpA, en base tanto a la observacién de variaciones en el fenotipo como de
alteraciones fisioldgicas, se llevd a cabo la obtencién de un mutante defectivo en el gen
pepA tras la inactivacion del mismo por mutagénesis insercional, Para ello fue necesario

construir un plasmido que fuera incapaz de replicarse en neumococo, y que contuviera
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Figura 37- Andlisis mediante Northern-blot de la unidad de transcripcion del gen
PepA. Calle 1, RNA extraido a 168 N, Calle 2, RNA extraido a 344 N; Calle 3, RNA extraido a 800 N:

Calle 4, RNA extraido a 904 N. En ¢l margen izquierdo de la figura se muestran bos tamafios en kb de los
marcadores de RNA wiilizados,

clonado un fragmento interno del gen pepd unido a un marcador de resistencia que nos
permitiera, posteriormente, suponiendo que tuviera lugar un proceso de recombinacion
homoéloga, seleccionar los mutantes. Como vector de clonacion se utilizdé el plismido
pUCEI191, el cual deriva de pUC19 y que lleva clonado el gen de resistencia a la
eritromicina procedente del plasmido pFB9 (Barany y cols., 1982 ). A este plasmido se ligo
el fragmento Xbal-EcoRV de 772 pb del gen pcpd, transforméndose posteriormente E. coli
TG-1 y obteniéndose el plismido recombinante pEK14 (Fig. 38). Dicho fragmento no
contiene ninguna secuencia codificante para los madulos de unién a colina con el fin de
evitar recombinaciones inespecificas en otras regiones del cromosoma donde estin
presentes genes con secuencias homologas a dichos motivos. La cepa rugosa M24 de 5
prieumoniae (Garcia y cols,, 1993) se transformd con el plismido pEK14, el cual deberia
integrarse por recombinacién homdloga dando lugar a la formacion de co-integrados entre
el plismido y el genoma, flanqueados por repeticiones directas constituidas por el DNA
homélogo utilizado para la integracion (Fig. 40).
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Figura 38- Construccion del pldsmido pEK14. La linca gruesa corresponde al inserto de DNA
de {a cepa de neumococo R6 y la flecha negra al gen popA. El trazo fino corresponde al DNA plasmidico.
Los simbolos Em® y Ap® signilican resistencia a critromicina y ampicilina, respectivamente, Dianas de
restriccion: 12, KeoRI; H, HindlIL 8, Smal; H, HindIIL, X, Xbal.

Para demostrar Ia formacion de dichos co-integrados, se llevd a cabo la extraccion
de DNA de varios de los transformantes seleccionados en medio agar-sangre con
fincomicina, Posteriormente se digiricron con Hincll y EcoRV y se analizaron por
Southern-blot, utilizando como sonda el fragmento Xbal-EcoRV del pEK14 (Fig. 38).
Todos los transformantes analizados presentaron ¢l mismo perfil de hibridaciéon. Con la
digestion Mincll aparecen tres bandas de hibridacién de aproximadamente 5,2 kb, 2,5kby
1,8 kb (Fig. 39). En el caso de que sblo se hubiera integrado una copia del plasmido
mediante recombinacion homologa, deberian aparecer dos bandas de 5,2 kb y 1,8 kb, en vez

de tres. B hecho de que aparezcan tres bandas implica que ha tenido fugar, por un lado la
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Figura 39- Anilisis mediante Southern-blot del DNA del mutante K1. Calle 1, DNA del
mutante de neumococo K1 digerido con EcoRV; Calle 2, DNA de la cepa R6 digerido con EcoRV: Calle 3
DINA del mutante de neumococo K1 digerido con Hicll, Calle 4, DNA de la cepa R6 digerido.con Hincll,
En el margen izquierdo de la figura s¢ muestran los tamafios en kb de los marcadores de DNA utilizados.

oy

integracién por recombinacién homéloga (Fig. 42b) y, por otro lado la amplificacion del
plasmido integrado debido a la presion selectiva impuesta por el gen de la eritromicina
(Mollet y cols., 1993) (Fig. 42c). La intensidad de la banda de 2.5 kb es muy superior a la
&ahsmdunlnqueimpﬁuqmtmhimgui&nhmmﬁdﬂh@rﬂﬁu
amplificaciones con la aparicion de varias copias de dicho inserto (Figura 42c). Algo similar
ocurre con la digestion EcoRV de manera que, al digerir el DNA del mutante con dicha
enzima, si no se hubiera amplificado el plasmido en el genoma bacteriano, deberia aparecer
una unica banda de un tamafio de 7,1 kb y, sin embargo, aparece una banda de tamaiio
superior. Un solo proceso de amplificacion daria lugar a una banda de 11,9 kb al digerir con
EcoRV el DNA cromosdmico del mutante (Figura 42c) pero, al igual que en el caso
anterior, la banda es muy intensa lo que sugiere que han tenido lugar varias amplificaciones.
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Figura 40- Estrategia de obtencién de un mutante por insercién del gen pepA. Dianas de
restriccion: W1, Hincll; Ev, LicoRV. a) Proceso de recombinacién homéloga entre el fragmento del gen
PepA clonado cn el plismido pEKI14 y c! mismo fragmente presente en ¢l DNA de ncumococo, b)
Integracién del pldsmido en en ¢l genoma bacteriano tras el proceso de recombinacion. ¢) Amplificacion del
nimero de copias del plismido integrado por recombinaciones intragénicas. La parte inferior corresponde a
los fragmentos resullantes do la digestiéon del Gltimo cointegrado con Hincll y EcoRV, respectivamente, Los

simbolos Em* y Ap" significan resistencia a critromicina y ampicilina, respectivamente,

Tras la confirmaciéon de que los clones obtenidos eran mutantes de insercion
defectivos en el gen pepd, se pudo observar que aparentemente no existian diferencias
morfolégicas entre la cepa mutante, a la cual hemos denominado K1, y la cepa control M24.
Por otro lado, para descartar la posibilidad de que el gen clonado fuera el gen que codifica
para la glucosaminidasa, se ensay¢é la actividad litica con un extracto de dicho mutante y de
la cepa M24 control a 30°C, temperatura a la cual se manifiesta la actividad de esta enzima.

El mutante presentaba la misma actividad glucosaminidasa que el control, de lo que se
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deduce que el gen inactivado no codifica para esta enzima litica, a no ser que exista en

neumococo otra enzima litica, alin no descrita, que enmascarase su actividad.

3.7- Clonacién del gen pcpA en neumococo

Al no poder obtener ninguna informacién adicional con el mutante K1 sobre la
posible funcién de esta proteina, decidimos clonar el gen pepA4 en neumococo. Al existir un
mayor numero de copias del gen en la cepa recombinante, la proteina se sintetizarfa en
mayor cantidad, lo que podria dar lugar quizds a variaciones fisiolégicas que nos
permitieran aportar alguna informacién adictonal sobre la funcionalidad de la misma. El
plasmido utilizado para la transformacion de neumococo fue el pEK15, que presenta un
tamafio de 9,6 kb, Para la construccidn de dicho plasmido se siguid la estrategia que se
muestra en la figura 41, en donde el fragmento Safl-Sacl de 4,4 kb del pEK1 se cloné en el
plasmido pLSE3 (Diaz y Garcia, 1990a). La mezcla de ligacion se utilizd para transformar
I coli C600, selecciondndose los clones con el plasmido recombinante pEK15 mediante
hibridacion de colonias, utilizando como sonda el fragmento Xbal-EcoRV del plasmido
pEK14 (Fig. 38). Posteriormente se transformo6 con dicho plasmido la cepa de neumococo
M24 y se estudid la curva de crecimiento tanto a 30°C como a 37°C. A 30°C la lisis del
cultivo se manifestd de igual manera en las cepas M24; M24 (pEK15) y K1, por lo que

descartamos la posibilidad de que el gen pepd codifique para la glucosaminidasa,

3.8- Localizacién del gen pepA cn el genoma de S, preumoniae

El desarrollo reciente del mapa fisico de la cepa RG de S. pneumoniae (Gasc y cols.,
1991) ha proporcionado una herramienta util para la localizacién cromosémica de los
diferentes genes, El DNA cromosémico de la cepa R6 de 8. pneumoniae fue digerido con
las enzimas de restriccion Smal, Sacll y Apal, sometiéndose a una electroforesis en campo
pulsado (PFGE). El DNA se transfirié a una membrana de nylon y se hibridé con el
fragmento Xbal-icoRY del plasmido pEKI. En la figura 42 se muestra el perfil de

hibridacién, localizandose dicho gen en los fragmentos quinto (de la digestion Smal) y
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T4DNA LIGASA

Figura 41- Construccién del plasmido pEK1S5, Dianas de restriccién: E, EcoRI; H, HindllL; S,
Smal; C, Clal; Sa, Sall;, 8¢, Sacl, La {razo grucso corresponde al inserto de DNA de la cepa de neumococo
R6 y la flecha negra al gen pepA. Bl (razo fino corresponde al DNA plasmidico. Los simbolos Em® | Ap®

signilican resistencia a eritromicina y ampicilina respectivamente.

cuarto (de la digestién Apal) con un tamaiio, en ambos casos, de 235 kb. El gen pepA se
localiza por tanto, en el mismo fragmento cromosdmico que los genes hexd y malM
implicados en  procesos de reccombinacion y en el metabolismo de la maltosa,
respectivamente. Esta localizacion no se corresponde con la del gen /A, una de las enzimas

de neumococo con dominio de unidn a colina (Fig. 43).
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Figura 42- Electroforesis en campo pulsado del DNA de la cepa R6 de 8. prewmoniae.
El panel de la izquierda muestra los fragmentos de restriceion separados medianies electroforesis en campo
pulsado, tefiidos con BrEt y visualizados con radiacion UV. El panel de la derecha muesira la
autorradiografia del Sowthern-blo¢ de dicho pel tras la hibridacién con el fragmento Xbal-EcoRV del
plismido pEK1. A y A', digestidn del DNA con Smal;, B y B' digestién del DNA con Sacll; C y C digestién
del DNA con Apal. La hibridacién y lavados sc realizaron a 65°C, A la izquierda se muestran los tamafios
de los fragmentos resultantes de la digestitn del DNA de la cepa R6 con Smal, expresados en kb,
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4- CARACTERIZACION DE UNA NUEVA SECUENCIA DE INSERCION (IS1381)
EN S. pneumoniae

4.1- Analisis de la secuencia de nucleétidos y aminoficidos: comparacién con otras
proteinas del banco de datos.

Precediendo al gen pepd (Fig. 31 y 32), se localizan en orientacién contraria dos
marcos de lectura abiertos (ORF3A y ORF3B) de 570 y 285 nuclebtidos, respectivamente,
En el gen de Ia ORE3 B se localiza, a 6 nucledtidos del codén de iniciactdn, la secuencia de
un posible RBS (Fig. 32). No se detectd, sin embargo, la secuencia de un posible RBS
precediendo a la ORF3A, lo que hace improbable que esta proteina pueda ser sintetizada
(Fig. 32). La ORT3A y la ORF3B codificarian para protelnas de 10,5 y 21,7 kDa con pl de
1,1y 10,3, respectivamente. Al comparar dichas secuencias con las de la base de datos del
EMBL, se comprobd que ambas mostraban una importante semejanza con la posible
transposasa presente en la secuencia de insercién IS702 de la cianobacteria Calothrix PCC
7601. Al alincar la sccuencia de aminodcidos de la ORF3B, con los 134 primeros
aminodcidos de la transposasa de 1S702, se comprobd que el 32,5% de los residuos eran
idénticos y que un 53,4% correspondla a sustituciones conservadas (Fig. 44). Un
alineamiento similar entre los aminodcidos 145-235 de la misma proteina, con la secuencia
de aminoécidos de la ORF3A, di6 un 35,5% de identidad y un 56,6% de similitud (Fig. 44).
Si tenemos en cuenta el solapamiento de ambas ORFs mediante un salto en el marco de
lectura de un sélo nucledtido (frameshifting +1), concretamente en la timina del codén de
terminacion TAA de la ORF3B (Fig. 32), tendriamos un gen que codificaria para una
transposasa de 293 aminodcidos similar a la de Calothrix (Fig. 44). Su pl de 10,8 es tipico
de otras transposasas de secuencias de insercién asf como de proteinas que se unen a DNA
(Galas y Chandler, 1989). Puesto que la transposasa de la 18702 de Calothrix estd
codificada por un Unico marco de lectura, la organizacién en dos genes podria ser un rasgo
especifico de la 18738/ o podrfa reflejar simplemente una mutacion en la copia analizada.
Para comprobar que la mutacién no tuvo lugar durante el proceso de clonacion, se procedié
a secuenciar de nuevo la region de la transposasa, pero esta vez a partir del plasmido pEK]
aislado de un clon diferente. La secuencia resulto ser [a misma en ambos casos,

Casi todas las ISs descritas hasta el momento presentan repeticiones terminales

invertidas (RI) con un minimo de 10 nucleétidos, generando ademés secuencias duplicadas
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I51381 51 QRVNRLPAKONYEATKQLT DARFKRLVGVQRTTFEEMLAVLKTAYOLKHA 100
R S NN R N N E I I N O O Pl B R
15702 L oveoovo o JMRIEKAKQLTARKFKRMSGVSROTFNYMVDVVK . ADEKKKK 40

I51381 101 KGGRKPKLSLEAFLWPLFNMCENIELMNKLRLIFGIHESNLIRRSQWVEV 150
Poblsl il o, v 1t H S I o
15702 41 KPGRRPKLIIEDQVLMVIQYWREYRTYYHIGLDWGLSESAVCRTVYKIEN 90

151381 151 TLVQS,... «GVTISRTPLSSEDTVMIIDATEVEINRPKKRISEN-SGKK 195
o P T I 0 N 1 I I

Is702 91 TLISSRKFSLPGKKELLKMPSQENLVVMDVTESPTERPKKSQKKFFSGKA 140

IS1381 196 KFHAMKAQAIVTSQ.GRIVSLDIAVNYSHDMKLFKMSRRNIEQAGKILAD 244
IR I O I 2 T I I T [ S

Is702 141 GEHTLRTQLVIHQKTSQIICLGHGKGRIHDFRLFKTSGVKFSELLKVIAD 190

151381 245 SGYQGLMKIYPQVQTPRKSSKLKPLTAENKAYNHASTIKKEARLRTSLPN. 293
'Illl:lltt :III"II'I'|l|0|I ) 'l'l' :c:
I5702 191 KGYQGITKIHKLSETPIKKPKGKKLAKEQKEYN....RELNRLRIVVEHV 236

Higura 44- Comparacién de Ila secuencia de aminodcidos de las transposasas de

IS1381 de S. pneumoniae y de 18702 de la cianobacteria Calothrix PCC 7601. La
comparacion con la ORFIB comprende desde ¢l comienzo hasia la secuencia de aminodcides marcada en
negrita. La comparacion con la ORF3A comprende desde la metionina que precede a In secuencia marcada
cn negrita hasta ¢l (inal. 8i sc produjera un salto en ¢l marco de lectura de tipo +1 se producirla un
solapamicnto de ambas ORFs a través de la scouencia marcada en negrita, siendo cl porcentaje de simililud

de un 54,1%y el de identidad de un 34%.

del DNA, de 2 a 12 pb, correspondientes a la secuencia de DNA que reconoce previa
insercion (repeticiones directas 6 RD). En nuestro caso, la IS/38/ presenta dos repeticiones
directas de 7 nucledtidos, sin embargo, las posibles repeticiones invertidas son muy

imperfectas (Fig, 32).

4.2- Frecuencia y distribucién de 1a IS1381 en diferentas cepas de S, preumonine

Para confirmar la presencia repetida de esta secuencia de insercin, se realizé un
Southern-blot con el DNA de la cepa de neumococo R6 digerido con varias enzimas de
restriccion e hibridado con el fragmento SspI del plasmido pEK1 que, como se puede ver en

la figura 31, contiene la ORF3 completa, El perfil de hibridacién demostrd la existencia de
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al menos seis copias de dicha IS distribuidas por el genoma bacteriano (Fig. 45). Esto viene
a demostrar que la [S/387 ha sufrido transposiciones a diferentes lugares del cromosoma
bacteriano.

12345
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Figura 45- Anilisis mediante Southern-blot del nimero de copias de la ISI38] en la
cepa R6 de 8. pneumoniae, El DNA de la cepa R6 se digirié con Dral (calle 1), EcoRV (calle 2),
Hincll (calle 3), HindIll (calle 4) y Nhel (calle 5). Se hibridd con el fragmento Sspl del plismido pEK | que
contiene el gen de la transposasa de la [5./38). La temperatura de hibridacisn y lavado fue de 65 °C.

Puesto que la cepa R6 presenta miiltiples copias de la 1S/38/, decidimos llevar a
cabo una exploracion inicial de la distribucion de este elemento en otras cepas de
neumococo. Los DNAs de las cepas de laboratorio R6 y M24 junto con los DNAs de los
aislados clinicos 51, D39, 406, 56, 514, 59, S19A y 523, se sometieron a una electroforesis
en campo pulsado tras la digestion con Smal y se analizaron mediante Sowthern-blor
utilizando la misma sonda que en el caso anterior (Fig. 46). La presencia de la IS se
manifiesta no sdlo en la cepa R6 sino en todas las demas cepas analizadas. Aunque el perfil
de libridacion varia entre unas cepas y otras, todas ellas presentan al menos 3 bandas de
hibridacion en comin con otra cepa. Este perfil es idéntico en el caso de las cepas R6 v
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M24 como cabia esperar puesto que la M24 es una estirpe derivada de la R6. Respecto al
minimo nimero de copias presentes es 6 para todas ellas, excepto 5 para las cepas D39 y
523,y 7 para la S51.

Figura 46- Distribucién de la ISI38] en varias cepas de neumococo. En la parie superior
de la figura s¢ indican las ccpas empleadas. A la izquierda se muesiran los marcadores de peso molecular
expresados en kb, Se ulilizd como sonda en la hibridacidn el fragmenio Sspl del plismido pEK1 que
contiene ¢l gen de Ia transposasa de la S/381. La temperatura de hibridacion y la de los lavados fue de
65°C.
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5-.CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS GENES pcpB y pepC

Hasta la fecha se han secuenciado en neumococo tres proteinas con dominios de
union a colina, LytA (Garcia y cols,, 1986b), PspA (Yother y Briles, 1992a) y PcpA
descrita anteriormente. Briese y Hakenbeck (1985) proponen la posible existencia de al
menos 4 proteinas con dominios de unién a colina en neumococo. En un intento por clonar
otros genes que codificasen para proteinas con dominios de unién a colina, se disefid una
nueva estrategia de andlisis de genotecas basada en la utilizacién, como sondas, de
oligonucledtidos sintéticos degenerados. Estos oligonucleétidos fueron disefiados en
funcion de los aminodcidos mas conservados en los motivos de unién a colina de las
proteinas secuenciadas hasta el momento. Para sintetizarlos con la menor degeneracion
posible, sc eligieron los codones utilizados con més frecuencia por los aminodcidos més
conservados. De esta manera se disefiaron los oligos Mod1 y Choll que se muestran en la

figura 47.

Mod1l
G A M A T G W
5'~GGTGCTATGGCTACTGGTTGG-3!
cC A A A A
A C C C
Choll

W Y Y T/sT/G N D K
5'-ATAATACCA AGA ACC ATTATCTTT-3'

G G GCT G G G C
C C
T T

Figura 47- Secuencia de los oligonucledtidos Modl y Choll. Por encima de la secuencia de

nucledtidos se muestra tn de aminodeidos en cadigo de una letra,

5.1~ Clonacién de los genes pepB y pepC
Con anterioridad al andlisis de las genotecas, se realizé un Sowthern-blot con el

DNA de la cepa R6 de neumococo con el fin de seleccionar las enzimas mas adecuadas para

la construccién de las mismas (Fig. 48). Aunque el perfil de hibridacion fue muy similar, la
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intensidad de las bandas no es igual con Modl que con Choll. Las enzimas de eleccidn
fueron Hincll (Figura 48, calle 2) y Hindlll (Fig. 48, calle 3). Con la enzima Hincll se
utihzd toda la digestion para construir la genoteca, sin embargo, con la HindIll se
purificaron mediante [-agarasa los fragmentos de DNA comprendidos entre 23 y 1,2 kb
para descartar los genes ya clonados hasta el momento, cuyo tamafio se conocia por su
secuencia. A este nivel aparece una banda de hibndacidon muy gruesa, aunque un analisis
detallado permitid distinguir dos bandas muy juntas, una de las cuales podria corresponder,
por tamafio, al gen fytd. Se construyeron dos genotecas en el vector pUC18 previamente
digenido con Smal y Hindlll, respectivamente, utilizando E. cofi DH-5a como cepa
receptora.

A B
Kb | 2 348 6712 3 4650¢gT7
8.4
%'3%
 — -
s —— - -= -‘- ®
= .- 20
o —— -' -

Figura 48- Anilisis mediante Southern-blot del DNA de la cepa de neumaococo R6, A)
Sowthern-blot hibridado con ¢ oligonucledido Choll. B) Sowthern-blos hibridado con el oligonucledtido
Modl. El DNA de la cepa R6 se diginid con las enzimas de restriccidn EcoRV (calle 1), Hircll (calle 2),
HindIIT (calle 3), Mhel (calle 4), Pl (calle 5), Peull (calle 6) v Sspl (calle 7). Las hibridaciones v los
lavados se realizaron a 40 °C en ¢l caso de Choll v 52°C en ¢l caso de Modl. Los marcadores de peso

micdecular se muestran a La taquierda de la figora expresados en kb (A0B(ETT),
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El andlisis de las genotecas se realizd mediante hibridacion de colonias, en
condiciones no estrictas y utilizando ambos oligonucledtidos como sonda. Se construyeron
los mapas de restriceidon de los plasmidos recombinantes, aislados a partir de los clones
positivos obtenidos de ambas genotecas, para descartar aquellos clones que contuvieran las
secuencias de los genes ya clonados. De esta manera se aislo el plasmido recombinante
pKJ1 de la genoteca Hindlll, con un inserto de 1,3 kb (Fig. 49). El inserto de dicho
plasmido hibridaba con ambos oligonucledtidos y contenia parte de un gen codificante para
una nueva proteina con motivos de unién a colina. Este gen recibiria mas tarde la

denominacion pep(C

Sc N H Sc N H
pepB pepC
H H
bsssssesssssssssssssssesss] p KA
3 Sic N i}l 5
Hf >33 pKJ2
OKJZ ~ = OKJI
) 1kb '

Fignra 49- Mapa de restriccion resultante del solapamiento de los insertos de los

plasmidos pKJ1 y pKJ2. En la parte superior de la figura sc muestra ¢ fragmento de restriccion Seal-
/1indl1l del DNA de la cepa de neumococa R6 resultado del solapamicnto de los inserlos presenics cn jos
plasmidos pKJ! y pKJ2 que sc muestran en la parte inferfor de¢ la figura, | OKJ1 (5'- -
GAGCCCCCGGGGGGTAGTAGGTTCTACC-3") vy  OKI2 (5'-GAAACCCCCGGGGGAGTGATA
GATGGG-3") hacen referencia a los oligonucledtidos sintéticos utilizados para la amplificacién por IPCR.

Dianas de restriceién: Se, Seal, N, Neol, H, HindI1L
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Puesto que la secuencia del gen pepC estaba incompleta, se procedid a la clonacién
del extremo 5' de dicho gen mediante la técnica del PCR inverso siguiendo una estrategia
similar a la que se muestra en la figura 6 (apartado 1.1). La eleccién de la enzima de
restriccion se realizo tras el andlisis mediante Sowthern-blot del DNA de neumococo
digerido con diferentes enzimas de restriccién e hibridado con el fragmento Scal-PsiI del
plasmido pKJ1. La cnzima escogida fue Scal ya que el fragmento tenia un tamafio
adecuado, tanto para contener el resto de la secuencia del gen que nos faltaba como para
ser amplificado por PCR. El DNA de neumococo digerido con dicha enzima y
recircularizado se utilizo como molde para la amplificacién con los oligonucle6tidos OKJ1 y
OKJ2 disefiados con una diana Smal para facilitar su clonacién (Fig. 49). Las condiciones
de PCR utilizadas fueron las mismas que en el caso del gen cspA pero con una temperatura
de anillamiento de 58°C. El fragmento amplificado de 1,3 kb se clond en el vector pUCI8
digerido con Smal, empleando como cepa receptora Z. coli DHSo.. Mediante hibridacion,
utilizando como sonda el fingmento Seal-PsfI del plasmido pKJ1, se aislé el plasmido pKJI2
(Fig. 49) que conliene la secuencia del extremo 5' del gen pepC y una secuencia codificante

para otra nueva proteina con dominio de unién a colina a la que hemos denominado PcpB.

5.3~ Andlisis de Ia secuencia de nucleétidos y aminodcidos

En la figura 50 se muestra la sccuencia obtenida a partir de los fragmentos clonados
en los plasmidos PKJ1 y PKJ2. En ella podemos distinguir dos marcos de lectura abiertos,
La primera ORF comprende 825 nucledtidos localizindose, a 11 nucledtidos del codén de
iniciacién ATG, la secuencia de un posible RBS (GGAG) (Murray y Rabinowitz, 1975).
Precediendo al RBS se localizan dos secuencias caracteristicas de regiones promotoras
reconocidas por la subunidad o-70 de la RNA polimerasa de £. coli. A 18 pb del codén de
terminacion TAG se inicia con otro ATG el segundo marco de lectura abierto, constituido
por 775 nucledtidos y precedido a 9 pb por la secuencia de un posible RBS idéntico al
anterior. A 134 pb del coddn de terminacion TAA de esta segunda ORF, aparece una
secuencia palindréomica capaz de formar una estructura en bucle con una energia libre
tedrica de -19 keal/mol que puede actuar como un terminador de la transcripcion de tipo
rho-independiente, Los genes de ambas ORFs se denominaron pepB y pepC y codifican

para dos proteinas de 274 y 251 aminodicidos con pesos moleculares de 31y 29 kD y con pI
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de 7.2 y 6,1, respectivamente. El extremo N-terminal de la proteina PcpC presenta las
caracteristicas propias de un péptido sefial, teniendo una region con residuos cargados que

preceden a una region hidrofobica, seguida de una zona con residuos polares,

1 AGTACTTTATTGGCTAGCCAGTTATCGACAGTATCTGCTTTGAGTGTTATTTCTAGTACA
61 GGTGAAGAATATGAGGTAAGTGAGACACTAGAAAAAGGTCCAGAGTCTAATGATTCTTCA
121 TTATCTGAGATTTCACCARCGTATGGTTAATACTACCAAAAGCAATCAGAAGTATTATCG
181l GTAATGATGATTTGATTAARATTGATAATRCTTTACAGTATCCATATTCGACTTCAGCTA

-35 =10
241 TGGTTTTATCTAAGTATTATGGAGTAGCCGATGGAATGAATGTAGAAGGGAGGGGAAGTG
1! RBS M NV E G R G 8§

~=w=> DopB

301 COARTTTTATTARGATANTGTG T TANT TACAGCGGETCACAAL TACTACAGACATGACT
9! AN F I K DNV L I T AR H N Y Y R H D

361 ATGGGAANGARGCGGATGATATTTATG T TCTTCCGGCTGTTAGTCCAAGTCARGAACTAT
297 Y 6 K E A DDI Y V L PAVYV S P 8 Q E L

421 TTGGARNGATCAMAGTARAGGARGTTCGT TAT T GAAGGAAT T TAGAAAT TTARATTCTA
19 P& K I KV KEV R Y L KETFURUMNTUELNS

181 AGGATGCANGGGARTATGACT TGGCT AT TAAT T CTAGRAAARGCCCATTGGTGCARAAT
6o’ KD AREYDULAMLTIELTIUILETU EK?PTI G A K

541 TAGGGACTTTGGGTCTTCCTACTAGTCAAAAMART TTGACAGGAATAACTGTGACTATCA
69’ L GT L GILPT S gEKUNILTOGTIT UV T I

601 CAGGCTATCCATCATATANT I TEARANT TCATCARATGTATACAGATARARAACAAGTTT
109’ T G Y P S Y N F KI HQMUY T DK KIEKOQV

661 TAAGTGATGATGGCATGTTCTTGGAT TACCARGTTGATAC TTTAGAGGGGTCTAGTGGAT
1297 L 8 DD GMVPFLDYQVDTTILTEG S 8 G

721 CTACAGTTTATAGTGCTAGTCACCGTGTAGTAGGAGT GCATACTTTAGGAGATGGAGCTA
149 ST VY 5§ A8 H RV VYV GV HTULG D G A

181 ATCAAATTAACAGTGCAGT TAAAT TAMATGAAGCAAAT TGCCATTTACTTAT T TATTCGGE
169* N @ I N 8 AV KL NZEMBARMUNUZCHILTILTI VY S

841 TTCTTAAAGGTTACTCTCLTGAAGGATGGAAGAAAATARATGGTAGT TGETACTATTATA
189’ VL K & ¥ § L EGWEKI KTIWNGSWY Y ¥

-—-» Pl
901 GACAMCATGNEAAACAAACGGGT TGGCAGGAGATAAATGATACTTGGTATTATT TAGACA
2097 R g H D K QTG W Q E I NPT WY Y L D
w==> D2

961 GTTCCGETANGATGCT TACAGAT TGGCAANANGTARATGGAANC TGGTATTATC TCARTT
229 S 8 G KM L T™DWGQEQEKVNGNWY Y L N
e3> P3

1021 CAAATGGAGCANTGGTTACAGGTAGCCAANCTATCGATGGTAAAGTTTATAACT TCGCTT
249! S NG A MV T G S8 @ T IXI DG KV Y N TF A

—-=> P4

1081 CATCTGGTGAGTGOAT T PGATGT TGCAGGATATATAARATGAAGCTTTTCAAANAAATGA ,

2697 S 5§ 6 B W 1 ¢ RBS M K L F K K M 7
-~==> PopC

1141 TGCAAGTCGCACTAGCCACATITTTCTTCGGT I TGCTAGGGACCAGTACAGTATTTGCAG '
M ¢ VAL ATFF F 6L L GT S T V ¥ A 27
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1201 ATGATTCTGAAGGATGGCAGTTTGTCCAAGAAAATGGTAGAACCTACTACAAAAAGGGGG
b D S EGWOQFV QEUNGT RT VY VY K K G 47

126l CTCTAAAAGAAACCTACTGGAGAGTGATAGATGGGAAGTACTATTATTTTGATCCTTTAT
AL K E T Y WR YV I DGKVY Y Y F DJP L 67!

1321 CCGGAGAGATGGTTGTCGGCTGGCAATATATACCTGCTCCACACAAGGGGGTTACGATCG
5 G EMV VY 6GW QY I PATPHIEKTG GV D I 877

1381 GTCCCTCTCCARGARTAGAGAT TGCTCTTAGACCAGAT TGGTTT TATTTTGGTCARGATE
G P 5 P R I ETI AL RPOUDTWEPF VYV FGOQD Lo

1441 GTGTCTTACARGAATTTGT TGGCAAGC ARGT TTTAGAAGCAMAAC TGCTACGANTACCA
¢ VL @ BE F VG K Q VL EANI KTITATHNT 127

1501 ACAARCATCATGGGGAAGANIATGATAGCCARGCAGAGAARCGAGTC TATTATTTTGAAG
N K HHGEEYTUDS QA EI KT ERVY Y Y F E 1477

1561 ATCAGCGTAGTTATCATACTT TARAAACTEGTTGGAT T TATGAAGAGGGTTATTGGTATT
D Q RS ¥ HT UL KTGWTI Y ETZ ETG Y W Y 167!

1621 ATTTACAGARGGATGGTGGCTTITGAT T CTCGCATCAACAGATTGACGETTGGAGAGC TAG
Y L Q KDG G F DS R INU RILTVGE L 187’

1681 CACGTGGTTGGGTTARGGATTACCCTC TTACGTATGAT GAAGAGAAGCTAARAGCAGETE
AR G W V KDY P LT Y DUEZEI KTIL KA A 207

1741 CATGGTACTATCTAGATCCAGCARCTGGCTGGCANAAC CTTGEGAACARATGGTACTATC
P W ¥ Y L D P A T G W Q N L G NI KWUY Y 227
==> D]

1801 TCCGTTCATCAGGAGCTATGGCARCTGGT TGGTATCAGGARGGT TCGAC TTGGTACTATC
L R 5 5 GA M AT G WY Q E G S5 T W Y Y 247
me=3> P2

1861 TANATGCANGTAATGGAGATATGAARACAGGCTGGT TC CARGTCAATGGTAACTGGTACT
L N A S N G DM KT GWUPF QV NG NW Y 267!
N

1921 ATGCCTATGATTCAGGTGCTTTAGCTGT TAATACCACAGTAGGTGGTTACTACTTAANCT
Y A Y D 58 6 A L AV NTTV G G Y Y L N 2877

1981 ATANTGGTGAATGGGT TARGTARTGAAGGCTAATTGTARACTGTGATCCATACTTAACTT
¥ N G E W Vv K * 294’

2041 GTATYAATAGGTGGATAANAGT CTTCACAATTCARAAANCGCATAGTATCAAGGGTTTTTC
2101 TGTACTGGCCCCCARAPAGTTAGACAMATAATTTAT CCAMAGGATTTAGTTC TGTACTGCT
2161 ACAGACTARGTCCTTTTACTTTTACCTTAATTCTCTTGTIGTITGTAATAATCAATATAGT
2221 CTATANTGGCTTGTTCCAATTGATTAAGTGAT TTARMATGTTTTCTCATAGCCATARARCA
2281 TTTCCGATTTCGATAATCCCAANGAAGGACTCCACCATAGTGTTICTCTGTGAATGCCTG
2341 TTCCAAGATTGTTTGTACTIGT TCTAGT TGGGTGGAAGT TGARAGATATAGGCGATAATT
2401 TCGCTGTTAAAGTCCATCTAARACT GG TGATAAGTAAAGCTT

Figura 50- Secuencia de nucledtidos de los insertos solapantes de los pldsmidos pKJ1
y pKJ2, Se¢ muecstra In sccuencia de nucledtidos de la hebra de DNA codificante y la secuencia de

aminodcidos cn codigo de una letra. Los nucledlidos subrayados corresponden a los silios de union al
ribosoma (RBS), a la posible reglén promotora responsable de la transeripeién y al posible terminador de la
transcripcién, P1, P2, P3 y P4 hacen referencia a los motivos de unién a colina presentes en cstas proteinas.

En negrita y subrayado se marcan los principales aminodcidos que constituyen el ceniro catalilico de la

posible proteasa PepB.
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La comparacion de dichas proteinas con las proteinas de la base de datos del EMBL
revelo una alta similitud con los dominios de unién a colina de las enzimas liticas de S,
prewmoniae y sus bacleridfagos, con la proteina PspA, con las toxinas de C. difficile y con
las GTI's y GBPs de Streptococens (Fig. 57, Pag. 162). El dominio C-terminal de la
proteina Pepl3 presenta cuatro motivos de unidn a colina, si bien el Gltimo esté algo

degenerado (Fig. STA). Aunque la proteina PepC presenta en el extremo C-terminal tres

A
I 197 GWKKINGSWYYYRQH-DKQT
II 216 GWQEINDTWYYLDSSGKMLT
ITI 236 DWQKVNGNWYYLNSNGAMVT
IV 256 GSQTIDGKVYNFASSGEWI
B

I 32 GW-QEVQENGRT-YYKK---GALKET

IT 53 YWRVID---GK-YYYFDPLSGEMVV-

ITI 14 GW-QYI~--PAPHK~-~GVIIGPSPRIEIALRP
Iv 100 DR—--——m—mmmm FYFGQ-DGVLQEFV

v 114 GK-QVLEAKTATNTNKHH--GEEYD

VI 137 S~-~-QA-E-KRV--YYFEDQRSYHTLKT

VII 158 GWIYEE-~-GY-WYYLQK-DG——--—

VIII 174 GFDSRINRL--~---=- TV--GELAR
IX 190 GWVKDYPLTY-DEEKLKAAP--—~-~=-
X 217 ———mmmmmmme- WYY~--D--—PA-T

XTI 217 GW~-QNIL~--GNKWYYLRSS-GAMA-T
XII 237 GRYQE--—--GSTWYYLNASNGDMK-T
XIIT 257 GWFQVN---GN-WYYAYDS-GALAV
Vv 2176 ==~=NTTV GG--YYLNY-NGEWVK

Figura 51- Motivos repetidos presentes en las proteinas PepB y PepC. A) molivos de

union a colina presentes en la proleina PepB. B) Motivos presentes en la proteina PepC en donde los cuatro
ultimos guardan la estructura de fos motivos de unién a colina micntras que los restantes parecent motivos
degencrados. En negrita se hace referencia a los aminodcidos més conservados en los molivos de unién a
colina y que estdn presentes en los motivos degenerados de la protefna PepC. Los guiones hacen referencia a

los espacios que han sido necesario abrir para alincar los aminodcidos de los motivos degenerados con las

secuencias consenso de los motivos de unién a colina.
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molivos de unidn a colina y una cola C-terminal reminiscente de un cuarto motivo, toda la
proteina parcce estructurarse en psendomotivos resultado de motivos degenerados con
menos de 20 aminodcidos de longitud. En estos psendomotivos se encuentran bastante
conservadas las glicinas y los aminodcidos aromaticos (Fig. 51B)

La comparacion de la region N-terminal de la proteina PcpB con las proteinas de la
base de datos del EMBL di¢ una similitud de un 41% y una identidad del 24% con el
precursor de una glutamil endopeptidasa de la cepa de B. licheniformis ATCC 14580 y un
50% de similitud y 26% de identidad con una posible serin-proteasa de Enferococcus
Jaecalis (Fig, 52).

Blase 101 DRTRVINTTAYPYRAIVHISSSIGSCTGWMIGPKTVATAGHCIYDTSSGS 150
S T Y e T N N D I

PopB 1 MNVEGRGSANFIKDNVLITAAHNYYRHDYGK 31
SpxE 08 DTTEAPFASIGRIISPASKP&YIébéiéF&GG%L&iG$&ﬁ$VAEéF&NAL 117
Blase 150 ... FAGTATVSPGRNGTSYPYGSVKSTRYFIPSGWRSGNT., . . .NYDY 191
PapB 32 ... EADDIYVLAVEPOELEGK VKBV LML SKDARL L 76
SprE 110 VINENAKDDAWPYPGRDGSATPEGKEKVIDVAL. ... .. .. S$rADE 156

Blanse 192 GAIELSE....PIGNTVGYFGYSYTTSSLVGTTVTISCYPGDKTAGTQ . W 2386
I [ S I N AR A R R |

PopB 77 ALLILEK.,..PIGAKLGTLGLPTSQKNLTGITVTITCYPSYNFKIHOMY 122
EEEEN! [ T I I fotut we 31 o o 1

SprE 157 AVVTVGKQNDRPDGPELGEILTPFVLKKFESSDTHVTISGYPGEKNHTQW 206

Blase 237 QHSGPIAIS.....ETYKLQYAMDTYGGQRSGSPVEFEQSSSRTNCSGPCSL 281
N P I T I O I O I [ T O I T

PopB 123 TDKKQVLSD.....DGMFLDYQVDTLEGSSGSTVYSASHRVVGVHTLGDG 167
SPEE 207 SHENDLETSNETDLENPLLEXDLDITG0Q8CsFIYNAQEEVVAVINGRT 256
Blase 282 AVHTNGVYGGSSYNRGTRI'PKEVED. NLTNWKNSAQ 316
bepB 160 ANQENSAVKLNEANCHLLIYSVLKGYSLEGHKKIN 202
SpxE 257 KOTGNHGQRINEVINFIVNRY. . . NESENKRESAVERR

Figura 52- Comparacién de la proteina PcpB con las de la base de datos del EMBL.

La comparacidn s¢ ha hecho tomando como referencia la protelna PepB, Se compara la secuencia de
aminodcidos del dominio N-terminal de la proteina PepB (residuos 1 al 316) con la del precursor de una
glutamil endopeptidasa de B. ficheniformis ATCC 1458 denominada (Blase)(residuos 101 al 316) y con la
sccucncia de aminodcidos (residuos 68 al 292) de la posible serin-proteasa producto del gen sprff de E.
Jaecalis, que comprende desde ¢l aminofcide 68 hasta el illimo aminodcido de dicha proteina, Las barras

verticales corresponden a los aminodcidos idénticos y los puntos a los conservados.
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5.3- Localizacién de los genes pepB y pepC en el genoma de 8. preumoniae

Para la localizacion de los genes pcpB y pepC se utilizd como sonda radiactiva el
inserto Hindlll del plasmido pKJ1 (Fig. 48). La membrana que se hibridd fue la misma que
s¢ utihzd en la localizacion cromosomica del gen popd (apartado 3.8), tras su
deshibndacion. Los genes se localizan en el tercer fragmento Smal y en el decimotercero
Apal (Fig. 53). En este lugar se localizan los genes que intervienen en la sintesis de la
capsula en neumococo (Arrecubieta y cols., 1994) (Fig. 43, pag. 127). En el fragmento

Smal contiguo se localiza el gen /w4 que como ya se ha comentado codifica para una
proteina con dominio de umon a colina

kb
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Figura 53- Electroforesis en campo pulsado del DNA de la cepa Ré de S. pneumoniae.
El panel de la izquicrda muestra los fragmentos de restriccidn separados mediante electroforesis en campo
pulsado, tefiidos con BrET y visualizados con radiacién UV. El panel de la derecha muestra la
autorradiografia del Southern-blot tras la hibridacion con el fragmento HindIll del plismido pKJ1. A y A',
digestidén del DNA con Smal; B y B, digestion del DNA con Sacll; C y C, digestion del DNA con Apal. La
hibridacion y lavados s¢ realizaron a 65°C. A la izquierda s¢ muestran los tamafios de los fragmenios
resulianics de la digestion del DNA de la copa R con Smal, expresados en kb,
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5.4- Andlisis del nimero de genes codificantes para proteinas con dominio de unién a
colina en 8. prewmoniae

Se habia visto que al hibridar &l DNA de 5. preumoniae digendo con Hincll, con
los oligonucledtidos sintéticos Mod1 y Choll, aparecian dos bandas mas intensas y dos muy
tenues con el primero y tres muy intensas con el segundo (Fig. 48). Para intentar determinar
qué bandas correspondian a los genes ya clonados, se hibridd el DNA de la cepa R6 de
neumococo digerido con Hincll con los genes vid, pspAd v pcpC y con los oligos Modl ¥
Choll tras la realizacion de un Southern-blot (Fig. 54).

| 2 3 4 8
Kb
84
TES -
-:-,‘a:;-:--....,
4.3 —/— -
3,5_.__;""- e =
5,3~
Iji_fﬂ- -
|,4_/’_
:Ijl";_.-""_

Figura 54- Anilisis mediante Southern-blof del DNA de la cepa R6 de 8. pneumoniae.
El DNA se digirib con Hincll y se hibridd en diferentes condiciones con los oligonucledtidos sintéticos Mod
1 {calle 1) y Chel 1 (calle 2), con el gen lytd (calle 3), con un fragmento del dominio de unidn a colina del
gen pspd (calle 4) y con el fragmento HindIIl contenido en ¢l gen pepC. Las condiciones de hibridacion y

lavados fueron de 50°C cuando se utilizd el oliponucledido Modl, de 40°C cuando se utilizd Chall, v de
65°C en los tres casos restanies,

Se puede comprobar, que al hibridar con el gen LyA aparecen dos bandas
correspondientes a los dos fragmentos Hirncll que abarcan el gen completo, presentando
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una de ellas ¢l mismo tamafio que la banda de 4,4 kb que hibrida con los oligonucledtidos
Choll y Mod 1 y otra un tamaiio un poco més pequefio (Fig. 54, calle 3) En la cepa R6 de
neumococo no sc sabe cudl de las dos contiene el dominio de unién a colina pero en la cepa
DW 3.8 sc sabe que estd en un fragmento de aproximadamente 4,3 kb. Al hibridar con un
fragmento de DNA codificante para el dominio de unién a colina de la proteina PspA,
aparece una banda de hibridacion también de un tamafio de 4,4 kb (Fig. 54, calle 4) mientras
que con el gen PepC aparece una banda de aproximadamente 5,6 kb (Fig. 54, calle 5). La
hibridacion con el fragmento Pvull-Sspl que codifica para el dominio de unién a colina de la
proteina CspA de C. aceiobutylicum NCIB 8052 daba las dos mismas bandas de hibridacion
intensas que aparecen con el oligonucledtido Modl, correspondiendo la de 4,4 kb al gen
pepA (Fig. 29, calle 4). Por tanto, los genes de neumococo clonados hasta ahora que
codifican para proteinas con dominios de unién a colina se corresponderfan con la banda de
4,4 kb que aparece al hibridar con ambos oligos y con la banda de 5,6 kb que aparece al
hibriciar con Mod 1. Esto significa que las otras tres bandas de hibridacion que aparecen por
debajo dc la banda de 4,4 kb (Fig. 54, calle 2) codificarian si no para los dominios de unién
a colina de otras nuevas proteinas, si al menos para una sola, que podria ser la
glucosaminidasa tan repetidamente buscada, Podemos decir por tanto, que en neumococo

existen al menos cinco proteinas con dominios de unioén a colina.
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DISCUSION

1- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS Csp DE C.
acetobutylicum NCIB 8052

Como hemos demostrado con el presente trabajo, la presencia de genes codificantes
para proteinas con dominios de unién a colina no es algo restringido a S. preumoniae y sus
bacteriofagos, sino que es un hecho evidente asimismo en C. acetobuiylicuni NCIB 8052,
Aunque ambos microorganismos ocupan nichos ecologicos muy diferentes, siendo el
primero un patogeno humano y el segundo un microorganismo del suelo de interés
industrial, ambos poseen en comin la peculiaridad de presentar colina en los 4cidos
teicoicos de pared. La colina parece ser por tanto el elemento que ha ejercido una fuerte
presion selectiva permitiendo la conservacién de las regiones C-terminales de estas
proteinas capaces de reconocer dicho ligando, siendo extrapolables estos resultados a otros
microorganismos que contienen colina en las envueltas celulares. Aunque no se han clonado
los genes que codifican para dichas protelnas en estos otros microorganimos, en los casos
de las cepas de C. acefobniylicum NI-4 y NI-504 se ha comprobado que presentan
fragmentos de DNA que hibridan con el fragmento de DNA que codifica para el dominio de
unién a colina de la protelna CspA (Fig. 14). Por otro lado, aunque se habia propuesto que
las cepas NCIB 8052 y NI-4 eran idénticas (Wilkinson y cols., 1993), nuestros resultados
indican claramente que son diferentes (Fig. 14). Esta discrepancia podria tal vez ser debida a
la utilizacion de cepas procedentes de origenes diferentes.

En este trabajo se describe la presencia de cuatro genes (csp) que codifican para
proteinas con dominios de unién a colina y que presentan la peculiaridad de poseer una
elevada similitud entre ellos (Fig. 25). La comparacion de las regiones no codificantes de
estos genes revela, sin embargo, grandes diferencias, lo que sugiere que han divergido mas
rapidamente que las regiones codificantes o alternativamente que las duplicaciones génicas
han tenido lugar en zonas proximas a los codones de iniciacion y de terminacion. Esta
observacion abre la posibilidad de analizar la evolucion de los genes csp y particularmente
de fas regiones que codifican para los dominios C-terminales. Este dominio estd construido
en base a un numero variable de repeticiones, de 4 a 6, homologas a las previamente
descritas en las enzimas liticas de pared dependientes de colina (6 repeticiones) y en la
proteina PspA de S. preumoniae (10 repeticiones) (Garcia y cols., 1988b; Yother y Briles,

1992a). Un analisis mas detallado de las regions 3' no codificantes de los genes cspd y
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espC, muestra que los 43 primeros nucledtidos son casi idénticos, sugiriendo que estos
genes se han duplicado recientemente. Puesto que la proteina CspC contiene 5 repeticiones
y la CspA solo 4, parece que la delecion de la tltima repeticién se ha producido por un
proceso interno que elimina la secuencia que codifica para la quinta repeticion preservando
la region 3' no codificante asi como la cola del extremo C-terminal. La presencia de una cola
C-terminal, producida por una degeneracion aparente de la ultima repeticion, se ha
observado en los dominios C-terminales de las otras proteinas descritas con dominios de
unién a colina. Curiosamente, las repeticiones que se localizan en la misma posicién en las
proteinas Csp presentan una mayor similitud entre ellas que si se comparan con las
repeliciones presentes en cada proteina, Estas observaciones sugieren que los dominios C-
terminales proceden de una secuencia ancestral comin aunque también parecen indicar que
las colas presentes en las proteina CspA, CspC y CspD pueden ser el resultado de pequefias
deleciones producidas en la region que codifica para el Ultimo motivo de la proteina CspB.
Variaciones en el nimero y composicion de unidades repetidas se han observado también en
las proteinas M de Sireptococeus (Hollinhead y cols., 1987) y en la proteina extracelular de
S, suis tipo 2 (Smith y cols., 1993).

Hay que destacar que no es frecuente la presencia de isogenes en un mismo
microorganismo y, en el caso de los genes csp, se sabe que no constituyen un operon
aunque al menos tres de cllos mapeen relativamente proximos en ¢l cromosoma bacteriano
(Fig. 27). En C. acetobutylicum ATCC 824 se ha descrito también la presencia de dos genes
bidhdA y bdhB, que codifican para dos butanol deshidrogenasas homologas que dependen de
NADI y NADPH respectivamente, Ambos genes se disponen uno a continuacién del otro,
sin embargo, tampoco forman un operén (Walter y cols., 1992). En E, coli son pocos los
genes cstructurales descritos que sean homélogos entre si y que se localicen en distintos
lugares del cromosoma, enire los que se encuentran arglfargF (Van Vliet y cols,, 1984},
tufAltufB (Furano, 1977) y gadAlgadB (Smith y cols., 1992). Sin embargo, mientras que los
genes arg han divergido hasta el punto que las enzimas codificadas por los mismos son
bioquimicamente diferenciables, en el caso de los genes fuf y gad son practicamente
idénticas. En estos genes las diferencias nucleotidicas tienden a encontrarse en los extremos
5'y 3' al igual que ocurre con los genes ¢sp. Puesto que los productos de estos genes son
indistinguibles funcional y estructuralmente, se sugiere que la presencia de genes duplicados

supone una reserva de emergencia para aquellas situaciones en las que se requiere una
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fuerte demanda de dichas proteinas. Otro caso interesante es el de las glucosiltransferasas
de 8 mutans GS5 (von Eichel-Streiber, 1992b). Los genes gifB y g1/C que codifican para
las enzimas GTF-1'y GTF-SI constituyen un operdn, mientras que la gi/D que codifica para
la glucosil transferasa GTF-S, se localiza en un lugar diferente det cromosoma (von Eichel-
Streiber, 1992b).
- Ll andlisis transcripcional realizado en este trabajo demuestra que solo los genes
espA y espC’ se expresan como unidades transcripcionales independientes durante la fase
exponencial de crecimiento (Fig. 26). Esto se corresponde adecuadamente con la presencia
de las proteinas codificadas por dichos genes en el sobrenadante del medio de cultivo,
constituyendo las proteinas mayoritarias del mismo. Ambas se caracterizan por ser
glicoproteinas habiendo sido detectada la presencia de ramnosa al menos en la proteina
CspA (Fig. 13). Una caracteristica de estas protetnas es que la movilidad de las mismas en
SDS-PAGE, es mucho menor que la que cabria esperar del M, deducido de la secuencia de
aminoacidos (Fig. 10). Esta diferencia no puede ser debida exclusivamente a la presencia de
azucares puesto que la expresion de la proteina CspA en E. colf da lugar a un proteina con
un peso molecular que, aunque inferior al de la producida en Clostridium, es superior al
deducido de la secuencia de aminodcidos (Fig. 12B). Casos similares se han descrito en
otras proteinas (Smith y cols., 1993) y, en el caso de las proteinas Csp, podria ser atribuible
a la clevada carga de las mismas, dado el alto contenido en aminodcidos acidos. La ausencia
de expresion del gen espD y los bajos niveles de expresion del gen cspB se corresponden
con la ausencia de posibles secuencias promotoras -10 y -35 delante del codon de iniciacion
de la traduccién. Sélo un limitado nimero de sitios de iniciacion de la transcripcion se ha
determinado mediante mapco del mRNA en Clostridium aunque, en los casos deseritos, las
cajas «10 y -35 se corresponden con los elementos consenso reconocidos por la RNA
polimerasa de k. cofi y B. subtilis (Young y cols., 1989). A pesar de esto, no podemos
descartar la posibilidad de que puedan utilizar factores sigma alternativos y/o reguladores
transcripcionales que pudieran ser inducidos en diferentes condiciones de cultivo. Una
situacion similar se observa en el caso de los dos genes que codifican para la proteina de
pared de S. dysgalactiae, responsable de la unién a la fibronectina, donde sélo uno de los
genes se transcribié bajo las condiciones empleadas (Lingren y cols., 1993).

A pesar de que la comparacion del dominio N-terminal de estas proteinas con las

presentes en el banco de datos del EMBL no proporciond ninguna pista sobre la posible
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funcionalidad de las mismas, si podemos suponer que estas proteinas deben interaccionar
con la envuelta celular a través del dominio de unidén a colina. Este dominio es
completamente funcional dada su unidn especifica a la DEAE-celulosa o colina-sefarosa
(Garcia y cols., 1988b). Ademds, se ha demostrado mediante un andlisis por Western-blot,
que una {raccion de estas proteinas permanece asociada a la envuelta celular (Fig. 10). Por
ello las protcinas Csp pueden incluirse dentro de la familia de proteinas asociadas a la pared
(WAPs) (Foster, 1993). La mayor parte de las WAPs descritas hasta el momento se
encuentran estructuradas en dos dominios, un dominio proporciona el anclaje a la pared
celular mientras que el otro es el responsable de las propiedades cataliticas o receptoras.
Jmitando a la estructura polimérica de la pared, estas proteinas han desarrollado dominios
de union basados en la presencia de motivos repetidos (Wren, 1991). Las GTFs representan
un clsico ejemplo de WAPs con una actividad catalitica (Saxena y cols,, 1995), mientras
que WAPs tales como las protelnas M (Hollinghead y cols,, 1987 Hollinhead y cols.,
1993), las proteinas de unién a fibronectina (Lingren y cols., 1993; Talay y cols., 1994), las
proteinas de union a glucanos (Banas y cols., 1990), la proteina PspA de neumococo
(Yother y cols., 1992a) o el factor proteico extracelular (EF) de S, suis (Smith y cols.,
1993) se encuentran implicados en procesos de adhesion y/o patogenicidad. La
heterogeneidad estructural observada en algunas de estas WAPs parece ser el resultado de
procesos de recombinacion junto con duplicaciones o deleciones, especulandose sobre la
posibilidad de que éste sea un mecanismo que permita a estos microorganismos escapar del
sistema inmune del huésped (Hollinghead y cols., 1987; Smith y cols,, 1992). Como ocurre
con otras WAPs, la funcién de las proteinas Csp es todavia oscura pero la abundancia de
genes repetidos y su presencia en el medio extracelular sugieren que estas proteinas deben
desempefiar un importante papel en la supervivencia de este microorganismo.

Se ha demostrado recientemente que ¢l dominio de unidn a colina de la proteina de
superficie de neumococo, PspA, permite a esta proteina permanecer anclada a la superficie
celular bacteriana. Ademds, la delecion parcial de este dominio asi como las alteraciones en
¢l medio de cultivo pueden inducir a la liberacion de la PspA de la superficie celular (Yother
y White, 1994). Recientemente se ha demostrado que la delecién parcial de los motivos
contenidos en ¢l dominio de unién a colina de la amidasa LytA, provoca una reduceidn
secuencial de su actividad hidrolitica y su capacidad de unién (Garcia y cols,, 1994).

Aunque s6lo son necesarias cuatro repeticiones para mantener la interaccion especifica de la
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LytA con la DEAE-celulosa, este niimero de motivos podria no ser suficiente para mantener
la CspA unida fuertemente a la envuelta celular, permitiendo una liberacién parcial de la
proteina al medio de cultivo. Esto ademds explicaria el hecho de que la proteina CspC fuera
mas abundante en la fraccién correspondiente a las envueltas celulares que en el
sobrenadante (Fig. 10) ya que esta proteina tiene 5 motivos con lo cual la unién a la
envuelta celular seria mas intensa, liberdndose menor cantidad al medio de cultivo. Si este
comportamiento forma parte de un mecanismo regulador que responde a condiciones
fisiolopicas intracelulares o extracelulares es algo que debe ser elucidado.

La proteina asociada a la agregacion de plaquetas (PAAP) de S. sanguis es una
glicoproteina que contiene un 39% de ramnosa. Se ha sugerido que esta proteina secretable
podria co-transportar, a través de la membrana, los polisacéridos ligados covalentemente
que pueden posteriormente ser rotos y transferidos por las glucosiltransferasa a la pared
celular (Erickson y Herzberg, 1993). La naturaleza glicosidica de la proteina CspA y la
preponderancia de ramnosa podria sugerir una funcién en el transporte de polisacaridos. No
ha sido posible demostrar, utilizando glicosidasas especificas, la naturaleza del enlace
glicosidico. Sin embargo, Messner y cols. (1992) han descrito una proteina de superficie en
C. thermohydrosulfuricum, con una unién O-glicosidica que no se afecta por el tratamiento
con (-glicosidasa.

Podemos concluir, por tanto, que las protefnas Csp, independientemente de la
funcion que puedan desempefiar, son proteinas asociadas a la pared a través de su dominio
C-terminal, capaz de reconocer los residuos de colina presentes en los 4cidos teicoicos de
pared. El hecho de que constituyan las proteinas mayoritarias del medio de cultivo y que los
genes que las codifican estén presentes en varias copias en el cromosoma bacteriano, nos

hace pensar que deben desempefiar una funcién importante para la viabilidad del organismo.
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2- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LA PROTEINA PcpA DE S

pnenmoniae

El interds por clonar la segunda enzima litica de neumococo, con actividad
glucosaminidasa dependiente también de colina, nos condujo a la clonacién de un gen
codificante para una nueva proteina con motivos de union a colina, Esta nueva proteina se
denomind PepA, y se demostrd, mediante la obtencién de un mutante defectivo en dicha
protelna y por la expresion de dicho gen en el sistema homélogo, que no se trataba de la
glucosaminidasa sino de una proteina con otras caracteristicas,

La proteina PepA presenta una estructura primaria en la que se pueden distinguir
claramente dos dominios bien diferenciados. La regién C-terminal comprende los Gltimos
239 aminodcidos y estd constituida por 12 motivos repetidos de 20 aminoacidos de longitud
e idénticos en su composicion de amindacidos (Fig. 35A). Estos motivos son homologos a
los motivos de unién a colina presentes en las enzimas liticas de neumococo y sus
baceridfagos (Garcia y cols., 1988), en la PspA (Yother y Briles, 1992a) y en las proteinas
Csp de C. acetobuiylicum (este trabajo). El dominio N-terminal estd constituido por
motivos repetidos similares al de otras proteinas con motivos ricos en leucina.

Las repeticiones ricas en leucina (LRRs) se descubrieron por vez primera en la
glicoproteina a; rica en feucina, también denominada LRG, una proteina del suero humano
de funcion desconocida (Takahashi y cols., 1985). Las proteinas que contienen LRRs
representan actualmente un grupo diverso de moléeulas con diferente funcion y localizacion
celular, presentes en una gran variedad de organismos y formando una superfamilia (para
una revision consultar Kobe y Deisenhofer, 1994), Las LRRs habitualmente se localizan en
tandem variando el nimero de motivos entre 1, como es el caso de la glicoproteina Ibp de
las plaquetas, a 30 como ocurre en la chaoptina. El dominio N-terminal de la proteina PcpA,
que comprende los primeros 469 residuos, consta de 10 repeticiones de este tipo, de 22 a
26 aminoacidos de longitud, ricas en leucina y otros aminoécidos hidrofobicos como la
valina, fenilalanina ¢ isoleucina. La longitud més comun de estas repeticiones es de 24
residuos, aunque puede variar entre 20 y 29, Estas repeticiones se distribuyen en la PcpA en
dos bloques de cinco motivos cada uno, comprendidos entre los residuos 143-260 y 293-
409, respectivamente y unidos por lo que podria ser un péptido de interconexién o un

motivo degenerado (Fig. 35C). Esta organizacién en blogues ya se ha descrito en otras
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proteinas de esta superfamilia como es el caso de la proteina Toll de Drosophila
(Hashimoto y cols., 1988), aunque en la mayor parte de los casos se agrupan constituyendo
un Gnico bloque (Kobe y Deisenhofer, 1994). A pesar de que las LRRs se distinguen
facilmente por su secuencia consenso siendo el aminoacido predominante la leucina, sin
embargo, los métodos de comparacion de secuencias han hecho pasar por alto muchas de
estas proteinas debido a pequeiias deleciones, a la variacidn en longitud, a su composicién
de aminodcidos y a la presencia de secuencias consenso degeneradas. De hecho, cuando
comparamas el dominio N-terminal de fa proteina PcpA con la base de datos del EMBL,
s6lo aparecié homologia con las LRRs de la chaoptina y de los receptores de las hormonas
gonadotropicas, quizas por su mayor homologia con los aminoécidos no consenso de estos
motivos lo que nos permite hacernos una idea sobre la posible funcionalidad de esta
proteina.

Iin general, aunque estas repeticiones estdn presentes en proteinas de funcion y
origen diferente, sin embargo todas ellas parecen intervenir en procesos de interaccion
proteina-proteina, como es el caso de la chaoptina, y al menos la mitad de ellas, actan
como transductores de sefales, como ocurre con los receptores de las hormonas
gonadotropicas. La caracteristica més relevante de los motivos ricos en leucina es la
alternancia de residuos hidrofdbicos e hidrofilicos siguiendo un patrén caracteristico, lo que
confiere a cada repeticion un carheter anfipatico. Ya se habia postulado anteriormente que
motivos anfipaticos mediaban las interacciones membrana-proteina o proteina-proteina,
como ocurre con ¢l segmento en hélice o de las cremalleras de leucina que intervienen en la
dimerizacion de proteinas (Landschulz y cols., 1988) 6 la hélice o anfipatica formada por
las repeticiones de la apolipoproteina A-I y A-IL que permiten la interaccion con lipidos
(Segrest y col., 1974; Fukushima y cols., 1979; Sparrow y Gotto, 1982). En el caso de las
LLRRs s¢ habin propuesto también su intervencion en las interacciones proteina-iipido
(Takahashi y cols., 1985; Kataoka y cols., 1985; Reinke y cols; 1988) y proteina-proteina
(Hofsteenge y cols., 1988; Kranz y Zipursky; 1990). La reciente cristalizacion del inhibidor
de la ribonucleasa del higado de cerdo (RI) ha permitido analizar la estructura
ridimensional de las LRRs y estudiar el mecanismo por el cual estas repeticiones pueden ser
responsables de la interaceién con proteinas (Kobe y Deisenhofer, 1994). El RI es una
proteina citoplasmica de 456 aminodcidos que contiene 15 LRRs de 29 (tipo A) y de 28

residuos (tipo B) cada una y que constituyen el 90% de la proteina. Estas LRRs estan
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constituidas por unidades estructurales p-a, con una pequeila cadena B y una hélice of. La
hélice o se pliega de manera que queda antiparalela con la cadena B. A su vez las cadenas B
procedentes de cada uno de los motivos repetidos se disponen formando una l4mina B
paralela. Debido a que el ancho de una hélice o es superior al espacio existente entre las
cadenas 3, estas proteinas adoptan una conformacién no globular con forma de herradura
quedando la lamina f} en el arco interior de la herradura y las hélices o hacia el exterior (Fig.
55a). Los residuos consenso de estas repeticiones parecen desempefiar un papel estructural
fundamental constituyendo el esqueleto principal de fa proteina. El espacio existente entre
los residuos de leucina es necesario para el correclo empaquetamiento de las cadenas B y las
hélices o El resto de los residuos consenso desempefiarian otras funciones. Estos autores
picnsan que este modelo puede ser aplicable a las LRRs de otras proteinas, lo que incluiria
en nuestro caso, a la proteina PepA, pues la mayoria de los residuos consenso de estos
molivos que desempefian un papel estructural, estdn conservados en las proteinas de esta
superfamilia y, mis en concreto, los residuos que se agrupan para constituir la lamina B
(Iig. 55b). Como consecuencia, una de fas propicdades estructurales de las LRRs
responsable de la interaccion con proteinas es su conformacion no globular, haciendo que el
drea disponible para la interaccion con proteinas globulares de menor tamafio se vea
sustancialmente incrementada facilitando la interaccion y mejorando la afinidad. Otra
propiedad a tener en cuenta cs la superficie expuesta al solvente de la lamina B paralela que
podria favorecer lambién la interaccion con las proteinas. Aunque estas caracteristicas
conformacionales sean responsables de la interaceion proteina-proteina, la especificidad de
la misma es probablemente debida a la composicién especifica de los residuos no consetiso,
aunque podria estar también influenciada por la longitud de las repeticiones y dominios
flanqueantes.

La PcpA posee los aminodcidos consenso presentes en las LRRs de [as proteinas
descrilas, sin embargo, sus aminodcidos no consenso parecen presentar sdlo homologia con
las LRRs de fa chaoptina y de los receptores de las hormonas gonadotropicas, Esta
homologia nos permite sugerir que la proteina PcpA podria comportarse en NeUmococo
como una adhesina, permitiendo Ia interaccién de este microosganismo con las células del

hudsped, favoreciendo de csta manera, la colonizacién de las vias altas del sistema
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Figura 55- Estructura del inhibidor de la ribonucleasa del cerdo (RI). a) Diagrama dc la
estructura del RI. b) Secuencia consenso y estructura secundaria de Ias repeticiones ricas en leucina de tipo
Ay B presentes en dicha enzima, La region de las repeticiones, més conservada cn toda la superfamilia de
protetnas con LRRs, aparcce subraynda. Debajo de dicha secuencia se indican los elementos de la estructura
secundaria. La linea sdlida marea la regién principal de la limina B o la hélice «; los puntos seialan la

extensién de la hélice « en diferentes repeticiones. Tomado de Kobe y Deisenhofer, 1994.

respiratorio. 13l hecho de que la chaoptina, una proteina de las células fotorreceptoras del
ojo compuesto de la mosea y que esté constituida por un 90% de repeticiones de este tipo,
se clasifique como una molécula de adhesion celular (Krantz y Zipursky, 1990) y que la
interaccion de las hormonas gonadotropicas con su receplor de membrana tenga lugar en las

LRRs (Braun y cols., 1991) proporcionan soporte adicional a esta teorfa.
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En neumococo se ha descrito la existencia de dos mecanismos de adhesion a las
células endoteliales. Un 60% de la adherencia parece estar asociada con alguna
macromolécula no proteica de la superficie de la pared celular mientras que el 40% restante
es sensible a tripsina, lo que hace pensar en un mecanismo mediado por proteinas (Cundell y
Tuomanen, 1994). La fibronectina, una glicoproteina que juega un papel importante en la
organizacion de las células en los tejidos eucariotas, contiene sitios de unién para distintas
moléculas como proteoglicanos (Culp y cols., 1979), colageno (Stenman y Vaheri, 1978) y
para proteinas de varios microorganismos, en algunas de los cuales se han descrito los
dominios de unidn, como es el caso de . aurensy §. dysgalactiae (McGavin, 1993) o de §.
progenes (Talay y cols., 1994). También se ha descrite en neumococo la capacidad de
unirse a la fibronectina (Andersson y cols,, 1983), a la laminina y al colageno tipo IV
(Kostrzynska y Wadstrdm, 1992). Aunque se ha indicado que en la adhesion de neumococo
intervienen receptores disacaridicos de glicoconjugados presentes en las células del
huésped, se sabe que la interaccidn con la fibronectina no tiene lugar a través de su fraccidn
glucidica (Andersson y cols., 1983). Puesto que la mayor parte de los microorganismos que
se unen a libronectina son patdgenos comunes, es posible que esta glicoproteina pudiera ser
un sustrato clave en la adherencia bacteriana. El hecho de que existan proteoglicanos con
LRRs capaces de unirse a diferentes componentes de la matriz extracelular como coldgeno,
fibronectina o laminina (Kobe y Deisenhofer, 1994), nos hace pensar que las LRRs de la
proteina PepA de neumococo desempefiarian una funcidén similar, confiriendo a esta
proteina un papel importante en los procesos de colonizacion. Por otro lado, la proteina
PepA no seria la primera adhesina descrita que presenta repeticiones de este tipo. Pocas son
las proteinas bacterianas que contienen LRRs, concretamente cinco con la PepA, de las
cuales una de ellas posee propiedades adhesivas. Estas proteinas son ademds las dnicas
descritas en organismos procariotas. En Listeria monocytogenes, un microrganismo Gram-
positivo clasificado como un patégeno intracelular facultativo (Mackaness, 1962), se han
descrito dos de estas proteinas. Una de estas proteinas, la internalina o InlA se ha visto que
promueve fa adhesion de este microoorganismo a las células del huésped. Es una proteina
de superficie constituida por dos regiones con repeticiones denominadas A 'y B, La regién A
consta de 15 LRRs de 22 aminodcidos de longitud y la region B contiene tres repeticiones,
dos de 70 aminoacidos y una de 49 aminoécidos diferente a la anterior, La regién C-

terminal posee los rasgos estructurales tipicos de proteinas de superficie presentes en
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bacterias Gram-positivas (Fischetti y cols., 1990). Este dominio comprende una region rica
en glicina y prolina, el hexapéptido LPTTGD, una regién transmembranal de 20
aminodcidos hidrofobicos y una cola terminal cargada, de 7 aminoacidos, Se piensa que esta
proteina se une a la membrana plasmatica a través de su region C-terminal, mientras que la
region N-terminal seria el dominio funcional en donde las repeticiones desempefiarian un
papel primordial en la interaccion de la internalina con las células del huésped (Gaillard y
cols., 1991). Otra caracteristica comiin que comparte el gen de la internalina con el gen de
la proteina PcpA es la presencia de una secuencia palindrémica por encima de la caja
promotora =35, la cual es similar a secuencias presentes en promotores que estin bajo el
control del activador pleiotrdpico PrfA (Dramsi y cols., 1993). La proteina PrfA se sabe que
regula positivamente la transcripeidn de un gran nimero de factores de virulencia en L.
monocytogenes (Mengaud y cols., 1991; Wernars y cols., 1992). No seria de extrafiar, por
tanto, que un mecanismo similar regulara la transcripcién del gen PcpA en neumococo,
uniéndose a dicha secuencia palindromica, una protelna similar a la PrfA que controlara
tanto la expresion del gen Pepd como la de otros factores de virulencia de neumococo. Por
detras del gen f1/A, se sitha el gen InlB que contiene en su dominio N-terminal ocho LRRs
de 22 aminodcidos cuya secuencia consenso es muy parecida a la de la InlA y cuya funcion
se desconoce por ¢l momento (Gaillard y col., 1991).

Recienteniente se ha visto que la hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertusis,
bacteria Gram-negativa responsable de la tosferina, contiene repeticiones de 19 aminoécidos
que, aunque no son estructuralmente iguales, sl presentan rasgos comunes con las LRRs
descritas hasta ahora (Makhov y cols., 1994). Se trata también de una proteina de superficie
que ademds de poseer un fuerte cardeter inmundgeno, desempefia maltiples funciones de
adhesidon como la aglutinacidn de eritrocitos (Sato y cols., 1983) y la adhesion a varios tipos
de células permitiendo la colonizacién del tracto respiratorio,

Respecto a las otras dos proteinas descritas con LRRs, destacan la YopM de Y.
pestis (Leung y Straley, 1989) y la Ipat de S, flexneri (Hartman y cols,, 1990). Ambas
interfieren con la respuesta inflamatoria mediada por plaquetas, supuestamente debido a la
homologla existente entre las LRRs de estas proteinas y las de la glicoproteina Iba. (GPIbat)
(Titani y cols., 1987). La GPIba es uno de los dos receptores plaquetarios conocidos que
unen el factor de von Willebrand, interaccion esencial para conseguir una hemostasis normal

al mediar la adhesion do plaquetas al subendotelio vascular y contribuir a la agregacién
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plaquetaria. Estas proteinas bacterianas parecen competir con la GPlba por la unién del
factor de von Willebrand permitiendo la adhesién de estos microorganismos al tejido
danado y facilitando su diseminacion,

La naturaleza anfiptica de las LRRs junto con la existencia de dos regiones
hidrofilicas relevantes, no excluye la posibilidad de que el dominio N-terminal de la PcpA
quede expuesto en la superficic celular, igual que ocurre con las proteinas de membrana que
poscen LRRs (Kobe y Deisenhofer, 1994). En este caso, la proteina PcpA se comportaria
como una proteina de superficie, con un mecanismo de unién a la membrana y/o anclaje a la
pared celular de neumococo equivalente at de la proteina de superficie PspA (Yother y
White, 1994), mediado por ¢l dominio de unién a colina presente en su regién C-terminal,
Por otra parte, como ocurre con la internaling de Listeria monocytogenes, las LRRs de su
dominio N-terminal serfan responsables de la adhesion a las células del huésped a través de
la interaccidn con la fibronectina u otras proteinas del tejido conjuntivo. La presencia del
dominio de union a colina permitiria la interaccion de esta proteina con los residuos de
colina presentes en el dcido lipoteicoico de la membrana plasmatica o tos acidos teicoicos de
pared quedando el dominio N-terminal expuesto en la superficie bacteriana. Esto vendria a
reafirmar atin mds [a hipotesis de que la colina presente en la envoltura celular de
neumococo parece servir de elemento de presion selectiva permitiendo, en el caso de
proteinas de superficic como PepA o PspA, disefiar un mecanismo de unidn a la membrana
y a la pared celular diferente al descrito para otras proteinas de superficie de
microorganismos Gram-positivos (Fischetti y cols., 1990). La proteina PcpA, aunque posee
una zona hidrofébica al comienzo de la secuencia, no presenta la estructura tipica de un
péptido seital. De todas maneras, hay ejemplos descritos de proteinas secretables que
carecen de péptido sefial entre las que podriamos destacar Ja autolisina LytA, una proteina
con dominio de unidn a colina al igual que la PepA (Diaz y cols., 1989).

La proteina PepA es la que presenta mayor nimero de motivos repetidos entre las
proteinas descritas con dominio de unién a colina, Cabe en consecuencia predecir que la
interaccion con los residuos de colina de la envoltura celular seria bastante fuetrte, pues
estudios con proteinas truncadas en varios de estos motivos, han demostrado que la
interaccién es dependiente del nimero de repoticiones en el extremo C-terminal (Yother y
Briles, 1992a; Garcia y cols., 1994). Tanto los motivos de las LRRs como los motivos de

union a colina son posiblemente el resultado de miltiples duplicaciones seguidas de
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mutaciones acaecidas a lo largo de la evolucidn. En el caso de los motivos de unién a
colina, el hecho de que sean idénticos en la composicién de aminoacidos y practicamente
idénticos en la de nucledtidos, indica que estas duplicaciones han tenido lugar muy
recicntemente. Sin embargo, la variacion en la longitud de las LRRs y la presencia de
secuencias consenso especificas en las proteinas de esta superfamilia nos hace pensar que
este dominio posee una historia evolutiva mas compleja y rica que en el caso del dominio de
union a colina. 1sto es facil de entender si tenemos en cuenta que, en el caso del dominio de
union a colina, el Unico elemento de presion selectiva es la colina presente en la envoltura
celular, mientras que en el caso de las LRRs va a depender del tipo de interaccidn en el que
van a intervenir las LRRs,

La protelna PepA es un ejemplo més de una proteina con estructura modular, como
ocurre con todas las proteinas descritas con dominio de union a colina, en donde este tltimo
es responsable de [a union de estas proteinas a los residuos de colina presentes en los 4cidos
teicoicos de pared 6 en el 4cido lipoteicoico de la membrana, siendo su funcidn
independiente del dominio N-terminal, posiblemente responsable en este caso de la
adhesion. Esta estructura modular s también muy evidente en proteinas de la superfamilia
de protelnas con LRRs, como es el caso de los receptores de las hormonas gonadotrépicas,
las cuales presentan un dominio transmembranal propio de receptores acoplados a proteinas
G y un dominio exopldsmico con motivos ricos en leucina responsable de la afinidad y
selectividad de las hormonas gonadotropicas (McFarlan y cols., 1989).

Debido a que la proteina PepA puede jugar un papel importante en los procesos de
adherencin y virulencia de neumococo, el conocimiento de su estructura y funcién permitiria
una aplicacion futura para la claboracidn de vacunas, Otiles en la prevencién de infecciones

producidas por este microorganismo.
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3- CARACTERIZACION DE UNA NUEVA SECUENCIA DE INSERCION (IS1381)
EN S. pneumoniae

En la presente Tesis se ha caracterizado una nueva secuencia de insercion,
denominada 137381, que precede a la secuencia correspondiente al gen pepA pero que esta
codificada por la cadena complementaria. Las secuencias de insercién son elementos
genéticos moviles al igual que los transposones. Un transposon es una secuencia de DNA
capaz de abandonar su localizacidn original y de insertarse en otro lugar del genoma. Los
transposones estan constituidos por una regién central con genes que codifican para
marcadores genéticos, como puede ser una resistencia a un antibiético, flanqueada en cada
extremo por una secuencia de insercién que permite su transposicién. La secuencia de
insercién (1) leva solo los genes necesarios para su propia transposicidn junto con dos
repeticiones invertidas en sus extremos de, al menos, 10 nucledtidos y dos repeticiones
directas que son resultado de la duplicacion de una corta secuencia del DNA en el lugar de
la insercion (2 a 12 pb). Estos elementos contribuyen de manera significativa a la evolucién
de las especies por {res motivos: i) transponiendo secuencias de DNA que codifican para
genes importantes (resistencias a antibidticos, metales etc.); ii) alterando el DNA del
huésped mediante mutaciones por insercién, reorganizaciones en el cromosoma producidas
por procesos de recombinacion, y deleciones debidas a excisiones poco precisas; iii)
transponiéndose a los plasmidos y dando fugar a transferencias de DNA mediadas por
plasmidos.

Ein especies como neumococo donde los plasmidos son escasos y en donde algunos
de los genes de resistencia a antibioticos residen en elementos cromosdémicos moviles y
otros surgen de la transferencia horizontal de DNA entre especies, la presencia de estos
elementos despierta un gran interés aunque se desconoce por el momento el papel que
desempedian. En neumococo sélo se han descrito dos secuencias de insercion, la 18/202
(Morona y cols., 1994) y la 181167 (Zhou y cols., 1995), a pesar de que ya se habian
identificado con anterioridad elementos transponibles en forma de transposones
conjugativos o simplemente como transposones. La I8/38/ caracterizada en este trabajo
presenta una esteuctura algo atipica, pues aunque tiene dos repeticiones directas de 7
nucledtidos, sin embargo, las posibles repeticiones invertidas son muy imperfectas (Fig. 32).

Existen otros casos descritos de repeticiones imperfectas, como es el caso de la IS71167 de
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S pnewmoniae (Zhou y cols,, 1995), ¢ atipicas, poniendo como ejemplo la IS897 de la
cianobacteria Anabacna sp. strain M-131 (Baneroft y Wolk, 1989), La 1S/38/ esta
constituida por dos ORF', las cuales solaparian con que tuviera lugar un salto de fase de un
nucledtido en el coddn de terminacién de la primera ORF (ORF3A; Fig. 32). Se ha
observado que la expresion de un nimero importante de genes tanto en procariotas como
en eucariotas se encuentra regulada a nivel traduccional mediante un salio de fase. La
flexibilidad del cédigo gendtico oftece, por tanto, diferentes alternativas en la lectura del
RNA mensajero (mRNA) con saltos programados en el marco de lectura en la direccion +1
6 -1 que no se deben confundir con los errores en la traduccién. Este mecanismo de
regulacion se dice que estd programado porque sucede en lugares especificos y depende de
la secuencia nucleotidica del mRNA, estando implicadas ciertas secuencias, principalmente
la del denominado "sitio de deslizamiento del ribosoma" que provoca el desplazamiento del
RNA de transferencia (tRNA) sobre el mRNA. Hay que hacer notar que los casos mejor
descritos que presentan un mecanismo de regulacidn de esta clase se han observado en las
secuencias de insercion (Chandler y Fayet, 1993) y en genes de retrovirus, de algunas
bacterias y de bacteridfagos (Atkins y cols.,, 1990). En el caso de las transposasas de las
secuencins de insercion, aunque muchas son codificadas por un Unico marco de lectura,
otras son codificadas por dos marcos de lectura situados en diferente fase pero solapantes
teas la translocacion del ribosoma durante Ia elongacion y consecuente salto de fase
(Chandler y Fayel, 1993). En nuestro caso podria suceder algo parecido puesto que la
ORF3A y la ORF3B conjuntamente presentan una similitud muy significativa con la
secuencia completa de la transposasa de la 1S702 de la Cianobacteria Calothrix PCC7601
(Mazel y cols., 1991). Ademés, la IS1167 de S. penmoniae descrita recientemente (Zhou y
cols., 1995), presenta una organizacién similar a la 1S/381, con dos ORFs solapantes en
una base pero segin un salto en ¢l marco de lectura de tipo -1. Sin embargo, a diferencia de
la 184381, la ORF2 de la [S/167 equivalente a la ORF3A de la IS/38/, presenta un RBS
antes del codon de iniciacidn de la traduceidn lo que la hace susceptible de ser sintetizada de
manera independiente a la ORF1.

En todos los casos estudiados con un salto de fase de tipo -1, se ha detectado la
presencia de un heptanucleétido de tipo Y YYX XXZ (Tabla 10) que, al parecer, es el que

permite la translocacion del mRNA, como se ha demostrado en algunos casos mediante
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mutagénesis dirigida de los nucledtidos de dicha secuencia (Weiss y cols., 1989; Jacks y

cols., 1988, Sekine y Ohtsubo, 1989, Escoubas y cols., 1991, Polard y cols., 1991).

Tabla 10- Elementos de la fumilia ESI y miembros de 1a 1S3

15 Fuente pb Sccuencia implicada en ¢l salto de fase
a5 Estorichia col 760 TGAT-20-AAC ACG ATT TTG CGC GAL TTA AAA AAG TCA-4-TAA
152 imhwm’iﬂ‘co; . 133 T GAA TAT GGA CGG GCAAAA AAG TGG-13-TAA
(SO 700)
15150° Usehonehii eolt 1443 T GAA-G- GAA ACG CGG CIT ATG TAT CTA AAA AAG CTG- 9-TGA
15%-:"0”) PSaucionionds cepacia 1236 TGAG-43-GAA GOG TTG GTC GTG GTC AAG_GGA AAG GCC TGA
l‘;v(itjbui"f“ Agrobactenun luisliciens 1319 TGAC-35-GCC CTT TCC AAA GCG GAC TCA_AAA AMA CGG-13-TGA
ISGO:O" o Shigoita sannal 1264 T GAG CGA GAT ATA TTA_AAA AAA GCA-13-TAA
XO505M "
15861 Stroplococous agatactine 1442 TGAG-2-AGA ACG GAG AAT GCC TTT CTA_AAA MG TTG-26-TAG
‘15‘5311212'.”9} Shigedia dysantonao 1250 ATG GAG AT GAA ATA TTA AAA AAG GCT—12-'i"M
I&ig:!|1mm’ LOCIOOOCCUS NCHE o 1222 T AAG GAA GAA AGA GAG ATC TTA AAA AAA GTA- 9-TGA
a e e
ISf(Ji:{‘;:UJm Mycobactaviun febeccufosis 13584 TGAG-10-TTG CGA AGG GCG AAC GCG ATT TTA AAG ACC-13-TAA
ISF(:(ISL”“ Riiroliunt fupiol 1250 TQAG-18-GCC CTG AAG GAC CTG CTG GRA AAA AAG TGG TGA
f IS::::?MG) Rhirobivar mwlioti 1319 T AGC CCA AAA AAA CAT-14-TGA
'. (X656
153 Eschavichiar col 1260 TGAAGAG CTG GOT ATG CTC GAA AAG GCG- 9-TGA
n
IS!(;xin. " l'_' PSoudOmenas savastanod 1311 TAMAGGCC  TCA GCC TAT _TTIT GCC-10-TGA
l!il(:;'&l;“tm XatWIORIGNas Campasiig 1286 GITGGC TIC GGG GTA AAA CGC TAG
e _—
IS:;;’.{‘.; wen Shigalla sonngd 1310 T AAC-6-TCC GCT TAT _TIT GCG AAG GCG GAG WTF=GAC CGC CTC TGG AAA_AAA TGA
o
IS:(;:(::QJQ’ Eschanchia coli 1310 T AAC-6-TCC GCT JAT_TIT GCG MG GCG GAG TTG GAC CGC CTC TGG AAA_AAA TGA

{M19522)

Los nsteriscos hacen referencia a los clementos 1S en los que sc ha demostrado un salto de fase en el marco

de lectura. Bl heptanucledtido, v otras secuencias implicadas cn el salto de fase, sc indican en negrita y

subrayadas. Tomadao de Chandler y Fayet, 1993.

Se han encontrado también excepciones a la regla del heptanucledtido siendo a veces

suficiente sélo cuatro nucledtidos iguales para promover un salto de tipo -1, especialmente
si se localizan antes del codon de terminacion (Tabla 10). Se ha visto que la frecuencta del

salto de fase estd modulada ademés por la presencia de estructuras secundarias a modo de
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bucles o lazos detras del heptanucledtido anterior y por la presencia de un RBS proximo al
sitio de desplazamiento. En el caso de la transposasa de la 1$7381, no cabe la posibilidad de
un salto en el marco de lectura de tipo -1 pues, aunque existe un heptanucledtido a 11 pb
del codon de terminacion de la ORF3B que cumple los requisitos establecidos (Fig. 32), sin
embargo, un salto de fase de este tipo supondria la aparicion de un nuevo coddn de
terminacion. Es mas probable, por tanto, un salto de fase de tipo +1, el cual exige dos
requerimientos; una pausa traduccional durante el proceso de elongacion, debido a la
presencia en el sitio aminoacil del ribosoma de un codon lento de descifrar & de un codon de
terminacidn, como ocurrirla en nuestro caso, y la presencia de un RNA de transferencia
especial ocupando el sitio peptidil del ribosoma. La naturaleza especial de este tRNA
determinaria su habilidad para saltar a la posicion +1 sobre el RNA mensajero en los casos
en que sea posible 6 bien provocaria que la incorporacién del aminoacil-tRNA entrante
quedese fuera de fase. Se ha observado que el tRNA del sitio aminoacil de la fase +1 asi
como ¢l nucledtido que sigue al coddn de la pausa son determinantes en el salto de fase
(Pande y cols., 1995). Todo esto implica que el sitio de deslizamiento lo constituye un
heptanucledtido al igual que en el salto de fase -1.

El sitio de deslizamiento de la [S/38/ estarfa constituido por la secuencia GAA-
UAA-U, diferente a los casos descritos hasta ahora (Pande y cols., 1995) (Fig. 32). Por otro
tado ¢l codon GAA no parece ser de los més fuertes para provocar un salto en el marco de
lectura, como se demostrd en ¢l caso del factor de liberacion 2 de E. coli (RF2 codificado
por el gen prfB3). Curran (1993) diseié 32 variantes de una fusion pr/BllacZ mediante ia
sustitucion del codon CUU, presente en el sitio de deslizamiento del gen prfB, por
diferentes codones, valorando la eficiencia del salto de fase en funcién de la actividad p-
galactosidasa resultante de la fusion. Una de las variantes llevaba el codon GAA presente en
el sitio de deslizamiento de la 1S/381, siendo el porcentaje del salto de fase de un 0,2%
frente a un 48% para el codon CUU. Sin embargo, son pocas las proteinas descritas hasta
ahora que cstin reguladas a nivel traduccional por un salto de fase +1, como son el
retrotransposon Tyl de S, cerevisiae (Mellor y cols., 1985) y el RF2 que utilizan el codon
de deslizamiento CUU asi como una anti-enzima de rata que posee el coddn de
destizamiento UCC (Matsufuji y cols., 1995). Ademés, el uso de codones en S. prenmoniae
no es igual que en X cofi por lo que no podemos hablar todavia de un mecanismo

generalizado de regulacion para el salto de fase +1. También parecen estar implicados en
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cis, junto con el sitio de deslizamiento, los mismos elementos del mMRNA que en el salto de
tase -1 aunque, en los casos descritos, no se presentan conjuntamente, siendo en el caso del
gen pr/B3 una secuencia de Shine-Dalgarno (AGG-GGG) situada varios nucledtidos por
encima del sitio de deslizamiento (Engelberg-Kulks y cols., 1994) y en el caso del gende la
anti-enzima de rata, la presencia de un bucle o lazo por detras de dicho sitio. En el caso de
la IS/381, s6lo se observa una pequefia estructura de lazo con una energia libre -6.2
keal/mol por detrds del codon de terminacién.

Puesto que la transposasa de la 18702 de Calorhrix PCCT601 esté codificada por un
unico marco de lectura, la organizacidn en dos marcos de lectura podria ser un rasgo
especilico de la 1S/38/ o podria reflejar simplemente una mutacién en la secuencia de la
copia analizada. Sin embargo, lo que sl parece claro es que la mutacién no se produjo
durante el proceso de clonacidn pues la secuencia del mismo inserto obtenida de otro clon
diferente resultd ser exactamente la misma. El hecho de que existan dos ISs con
caracteristicas similares en el mismo microorganismo nos hace pensar més en la posibilidad
de que su transposicion, que en ambos casos es un hecho evidente puesto que se ha
demostrado la existencia de varias copias en diferentes aislados de neumococo (Fig. 46),
esté regulada por un mecanismo como el anteriormente descrito y no que sea debida a una
mutacion en la copia analizada. Esto tiene sentido si tenemos en cuenta tanto las
propicdades de las 1Ss como el alto mimero de copias presentes en neumococo, que hace
necesaria la existencia de un fuerte control y coordinacién de sus actividades con el
crecimiento bacteriano. La 187381 serla, ademds, la primera secuencia de insercion regulada
por un salto de fase en el marco de lectura de tipo +1 pues todas las ISs descritas hasta el

momento presentan un salto de fase de tipo -1.
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4- CARACTERIZACION MOLECULAR DE LAS PROTEINAS PepB y PepC DE
8. pneumoniae

La utilizacion de oligonucledtidos sintéticos degenerados, disefiados a partir de los
aminodcidos mas conservados en los motivos de union a colina de las proteinas
secuenciadas hasta ¢l momento, nos ha permitido, por un lado, abordar el clonaje de los
genes pepl3 y pepC codificantes para nuevas proteinas con motivos de unién a colina y, por
otro, determinar si existen mas genes que codifiquen para proteinas de este tipo.

Los genes pepB y pepC parecen constituir un operdn al disponerse contiguos y al
existir s6to 18 nucledtidos entre el codén de terminacion del gen pepB y el de iniciacion del
gen pepC’. La presencia de una posible secuencia promotora delante del codén de iniciacion
ATG del gen peplt y, de un posible terminador detras del gen pepC, nos dan una idea del
tamafto de la unidad transcripcional (Fig. 50). Ambos genes codifican para dos proteinas
con dominios de unidn a colina, segun se deduce de su secuencia de aminoécidos,

l.a comparacion con las protelnas de la bases de datos del EMBL sugiere una
organizacion modular para la proteina PepB, con un N-terminal que presenta los rasgos
caracteristicos de las protefnas do la familia de las serin-proteasas y un dominio C-terminal
constiluido por cuatro motivos repeticos, similares a los motivos de unién a colina descritos
hasta ahora (Fig. 51A). La comparacién de los 196 primeros residuos que constituyen el
dominio N-terminal reveld una similitud de un 41% con la glutamil endopeptidasa de la cepa
de B. licheniformis ATCC 14580 y un 50% de similitud con una serin-proteasa de L.
faecalis (Figura 52). La glutamil endopeptidasa de B. licheniformis se sintetiza como una
preproenzima de 316 aminodcidos que sufte un proceso de maduracién con la pérdida de
los primeros 94 residuos (Kakudo y cols., 1992). La similitud de esta proteasa con el
dominio N-terminal de la proteina PcpB comienza en el aminoacido 23 de la proteina
madura y contintia hasta el final de la misma. Esto parece indicar, que en la proteina PcpB,
el dominio N-terminal correspondiente a una serin-proteasasa, se ha fusionado con un
dominio C-terminal de unidn a colina creAndose de esta manera una proteina quimérica
potencialmente activa en neumococo.

La posibilidad de que la proteina PcpB sea una proteasa no se establece simplemente
por su similitud con las proteasas antes mencionadas sino porque contiene, ademds, la

estructura caracteristica del centro activo de la familia de las serin-proteasas. En la figura 56
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se muestra la organizacion del cenlro activo presente en seis serin-proteasas, incluyendo la

PcpB. Se pucede observar como los tres residuos claves de la quimiotripsina, His®, Asp'®y

R L LI . o , i
Ser™, se correspoden con la His™, Asp™ y Ser'” de la proteina PepB, respectivamente.

* * *
PcpB LITAAHN EYDLALL GSS8GSTV
Blase VATAGHC  NYDYGAI GQSGSPV
Sprk IVINNHV  NADIAVV GQSGSPI
Proteasa V8 VVDATHG EGDLAIV GNSGSPV
Tripsina VVSAGHC  NNDIMLI GDSGGPV
Quimiotripsina VVTAAHC  NNDITLTI GDSGGPL

Figura 56- Alineamiento de los nminodcidos constituyentes del sitio catalitico de

varing serin-proteasas, Blase, gluamil endopeptidasa de B, lichen{formis ATCC 14580; Protcasa V8
es In endopeptitlasa de S anrens V8; SptE hace referencia al producto del gen sprE de E. faecalis. Los
aminodcidos marcaclos en negrita son aquellos que s¢ encueniran conservados, como minimo, en el 66,6%

de los casos. Con un asterisco se sefinlan los aminodcidos clave del sitio catalitico.

La presencia de los residuos conservados antes mencionados nos permite clasificar
provisionalmente a la proteina PcpB como una serin-proteasa, pudiendo incluirla, al igual
que la glutamil endopeptidasa de B. licheniformis, dentro de la familia de la endopeptidasa
o-litica de Lysobacier enzymogenes (Silen y cols,, 1988), perteneciente a la superfamilia de
la quimiotripsina (Rawlings y Barret, 1994).

A principio de siglo, Rosenbow (1912) y Avery (1920) mencionaron la presencia de
actividad proteolitica en extractos de neumococo. Posteriormente se ha descrito una
proteasa 1gA | especifica (Plaut, 1983) y otra que digiere 1gG y IgM (Wikstrom y cols.,
1984). Mas recientemente, Couriney (1991) ha estudiado la actividad proteolitica de los
sobrenadantes de cultivos de neumococo, incubados en un medio con colina al 1%, con el
fin de evitar la lisis de este microorganismo. De esta manera, detectd la presencia de dos
tipos de serin-proteasas, dependientes e independientes de Ca®, diferentes claramente a las

anteriores. Preparaciones parcialmente purificadas de estas enzimas exhibfan especificidad
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por ciertos sustratos como la fibronectina, laminina, fibrindgeno, fibrina y elastina, La
degradacion de proteinas estructurales, de membrana o del tejido conjuntivo, puede
favorecer la penetracion de este microorganismo a través de las superficies de la mucosa y
permitir el acceso del microorganismo al torrente sanguineo. Ademés, la degradacion de la
fibronectina y otras proteinas tisulares puede debilitar fa estructura del tejido alveolar
provocando un incremento en su permeabilidad y desencadenar la formacion de un edema,
algo frecuente en la neumonia. Todos estos datos sugieren que estas enzimas contribuyen
de manera importante en la patogénesis de las infecciones neumocécicas. La proteina PcpB
podria muy bien tratarse de una de las serin-proteasas descritas por Courtney (1991), més si
tenemos en cuenta que estas proteasas se obtuvieron de cultivos que contenfan colina al
1%. La proteina PepB deberia estar unida a los residuos de colina de los acidos teicoicos de
pared o lipoteicoicos de la membrana, a través de su dominio C-terminal de unidn a colina.
La adicion de colina al medio de cultivo favoreceria Ia liberacion de PcpB de la envuelta
celular, determinando su aparicion en el sobrenadante como ya se ha descrito en otras
proteinas como la PspA (Yother y White, 1994). De esta manera, tras la adhesién de
neumococo a células epiteliales o proteinas tisulares, como podria ocurrir a través de la
proteina PcpA comentada en la discusién anterior, intervendrian enzimas proteoliticas,
como la PepB, permitiendo la colonizacién y diseminacién de dicho microorganismo.

Se ha observado que el dominio C-terminal de la proteasa SGPC de Strepfomyees
griseus es homdlogo al dominio de unidn a quitina de las quitinasa Al y D de B. circulans,
por lo que se ha implicado a esta proteina en la degradacion de proteinas unidas a la quitina,
de manera que la adquisicién de este dominio supondria una mejora en la especificidad de la
enzima (Sachdev y cols., 1994). Algo similar podria ocurrir con la protelna PcpB tras la
adquisicion del dominio de unién a colina. Por otro lado, Ia presencia de repeticiones en el
extremo C-terminal no seria algo exclusivo de la proteina PcpB pues las glutamil
endopeptidasas V8 y Spase de S. aurens presentan 12 y 19 repeticiones respectivamente
del tipo Pro-Asx-Asn 6 Pro-Asx-Glx cuya funcién se desconoce por el momento
(Yoshikawa y cols., 1992). Es posible que estas repeticiones desempefien en S. aureus un
papel semejante al de los motivos de uni6n a colina en neumococo.

La posibilidad de que la proteina PcpB actiie como una enzima litica, hidrolizando
las cadenas peptidicas que forman parte del peptidoglicano, es menos probable. Aunque

desconocemos la especificidad sobre el tipo de enlace peptidico que va a hidrolizar no se
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descarta que esta proteina se comporte como una glutamil endopeptidasa dada su similitud
con la de B. licheniformis. De un modo u otro, si esta proteina interviene en los
mecanismos de patogenicidad bacteriana o en el metabolismo de la pared celular, es algo
que queda por resolver,

Respecto a la proteina PopC, parece estar constituida toda ella por motivos
repetidos que se extienden a lo largo de la proteina (Figura 51B) al igual que ocurria con las
proteinas de union a glucanos (GBPs), Sin embargo, sélo en el extremo C-terminal
aparecen tres motivos similares y de igual longitud a los motivos de unién a colina junto con
una cola terminal reminiscente de un cuarto motivo. El resto de la proteina se podria
estructurar en motivos que han sufrido importantes deleciones a lo largo del proceso
evolutivo pero conservando algunos de los amino4cidos consenso presentes en los motivos
de unién a colina. Es una proteina predominantemente hidrofilica y presenta en su extremo
N-terminal la secuencia caracteristica de un péptido sefial. El hecho de que esta proteina se
transcriba conjuntamente con la PcpB nos hace pensar que quizds esta proteina esté
implicada en su regulacion puesto que es bien sabido que ld actividad de las serin-proteasas
esta controlada por la presencia de inhibidores que impiden una accién incontrolada de
dichas enzimas (Carrell y cols, 1987). El precursor de la proteasa IgA de Neisseria
gonorrhoeae presenta un dominio C-terminal que resulta necesario para la secrecién
extracelular de dicha proteina (Pohlner y cols., 1987). Dada la ausencia de péptido sefial en
la proteina PcpB y su supuesta actividad endopeptidasa se podria pensar que quizas también
la proteina PepC favorezca la secrecion de la misma, inhibiendo a la vez su actividad

durante el proceso de translocacion,
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5- EL DOMINIO DE UNION A COLINA

La clonacion de los genes csp de C. acelobutylicum y, los genes pepA, pepB y pepC
de S. preumoniae, nos ha permitido corroborar la existencia de un dominio de unién a
colina conservado en proteinas con diferentes funciones Y presentes en microorganismos
filogenéticamente separados, La presencia de motivos repetidos se atribuye a la existencia
de un motivo ancestral que ha sufrido duplicaciones y mutaciones diversas a lo largo del
proceso evolutivo. Como se puede observar en la figura 57, donde se muestran los motivos
de unidn a colina de las diferentes proteinas identificadas hasta la fecha, el nimero de
motivos es variable de unas proteinas a otras, siendo el minimo para la proteina CspA y el
maximo para la proteina PepA. Garcla y cols. (1994) habfan demostrado que eran
necesarios cuatro motivos en la enzima LytA para el reconocimiento eficiente de los
residuos de colina de la pared celular, el mismo nimero que esta presente en la proteina
CspA. Por otro lado, la proteina CspA es més abundante en el sobrenadante del medio de
cultivo que en las envueltas celulares, lo contraric a lo que ocurre con [a protelna CspC
(Fig. 10), lo que supone la existencia de mas sitios de unién a la colina tras la adquisicién de
un quinto motivo y por ello un anclaje més intenso a la envoltura celular, impidiendo su
liberacion al medio de cultivo. La presencia de 12 motivos repetidos en la proteina PepA
supondria un anclaje mucho més fuerte a la envuelta celular, Esta proteina se caracteriza por
ser la inica con doce motivos idénticos en la composicidn de aminoacidos y casi idénticos
en la de nucledtidos, lo que implica que las duplicaciones de dichos motivos han tenido
lugar recientemente. Los motivos més degenerados son los presentes en las enzimas liticas
de neumococo y sus bacteridfagos, lo que indica que han divergido mucho més que los
presentes en las proteinas PspA, PcpA y PepC, con motivos mucho mis conservados,

Respecto a los aminoacides més conservados, hay que destacar la conservacion de la
glicina en posicion 16 en el 100% de los motivos, sugiriendo la importancia de este
aminoacido en la estructura del dominio de unidén a colina. Se encuentran también muy
conservados el triplete de amino4cidos triptdfano-tirosina-tirosina (posiciones 9,10y 11) y
el triptdfano presente en la posicién 2, los cuales en su defecto se encuentran sustituidos por
otro aminoacido aromatico. Cabe mencionar también la glicina en posicion 1 y la metionina
en posicion 18, presentes en el 76% y 77% de los mofivos, respectivamente. La presencia

de aminoacidos tan conservados determina, posiblemente, la conformacién de dicho
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dominio, permitiendo la interaccién con los residuos de colina presentes en las envueltas

celulares,

20

15

10

EHEEHBW
L ale Y%
X EE X
B B A
(ORGRURL]
Ooomn
Ll U
Mo ==
o S QS [,
P4
Ev D D4 D
TEE R
LIS o T
L UL Y
n UYL=
HOOO
QOO
& ] H A

=EEEE

CSPA

m_Tm;Tmiw
L O O
KMmMuwM“m
= U O
ORUEGEORGNS]
Moz EzF=
U m
EE-le Re Ne Rl

By 3 9 43

oM

W 3 YI

oD e

=EEE

[ A

5 T W Y Y F

D G 8

G RONCRY)
nNMUU=Z=Z=
Calal-Nalal
ooz ==
e AaAdm
EEETEER

DOV LOLU

CSPB

HEHEES
L ORL AL AT
MEEZZE
i 4

\WRCRURUNL

D
3
S
S

P
5
5

N L N 6 T W ¥ ¥ L N
N D N 66 T W Y ¥ L N

L
L

G WV 90 A A D GT W T Y N KED
W
W

G W L N L N G V W Y ¥ L N T

G WL N L NGV W Y Y L N

]
G

CSPC

ORI
S nmyg
O ===
SIS e
DOVO
LQunnmn
£y
OO
b=t el
o
Eala o
=EE=E
R = =
Gwny
LU L -1
aaon
= Oz
> e

===

G WV KT DAGMW TV F ¥ N T D P

G W L N D N G T W Y F

Cou

CSPD

(agap g R s
ES xS
NEESE DA

5
Y

[ o oy =]
LOLLY

5

5
A KE
P D

D T G ¥ w ¥ V H 8 b &
F D 8
A D K W Y Y F N E E
K

N 6 T W Y Y

I

I
QS ADG T G W Y Y L

K
R W R K H T b G¥NW Y W F D N

G W K K

F
G WV K Y KD T W Y Y L D

A F I

G W Q K N
E

LYTA

OB BT
[4p]
B D
=
HMEEEEH

s
Y

B2 O

G

[URUCRUNU]

nEaoQ

VvV H 8 D G
F D G 35

=EE
- R U]
=l e
o2
o
-
x> >
EEL

G W Q¢ Q N DT GTW Y
K FE K V NG T W Y ¥
R W K K H T D GNW Y W

DU

LYTALOL

OQEB&W

IR RR
HEEREER
22 o B o ]

(WRCRURORL

D G

[0 Y a
Va>®n

aaaam

Vv ¥ 8

By B B
I HE -
PO D D

EEEE

G W ¥ Y I K P

B U B

OomaQo

D T GTW Y
N

AL s B -

> mHH

R A G ¢Q

B A 4

E x>

I

HEEEN

G W K K N

E AR AL RO

EJL

ja =
DSTTS

=
WA
HEEEZEA

w e B A B

G

(VRO U]

]
nEMQ

5 D G

o>
000N
[T - |
Pl B2
P D
===

&
L SN

G Y W Y ¥V H
N 6 T W ¥ Y F D G 3

K H T D GNW Y Y F

[
ann

oA

I

= >0

Mo O

A e ]

= EE

G W g K N 6 T

K F E K

2 AR LI U

HBL

] Ay



DISCUSION

CPL1

T W K QD S K G W WF R R NN G 5 F PYN
KW E K I G666V W v Y F D s K 66 Y ¢ 1 T8
E W L K DN EZ KW VY Y L K DN GAMMAT
G W VL VG SEWY Y M D D5 6 A MV T
G W V K Y K NN WY Y M T N ERG N M VvV SN
E F I K S 6 K6 W Y F M N TN 6 E L A D
PSPA G W K Q ENGMW VYT F ¥ N T D 6 5§ M A T
G W L Q NN G S W Y Y L N 8 N 6 A M A T
G W L ¢ ¥ NG S W Y Y L N A N 6 A M A T
G W A K V N G S WY VY L NG AN G A M AT
G W L Q Y N G S WYY L NI AHN G A M A T
G W AIKVNGS WYY L NANG A M A T
G W L Q YNGS W VY Y L NG ATN G A M A T
G W A KV NGBS W Y VY LN ANG A M A T
G W V KDGDTWYJYULEU BASG A M K A
SQW F K VS DK WYY VNGTLTGH ATIL A
PCPA G W V KD KGL WYY LWNZESTG S MAT
PCPB G W QN LGNI KW YY L RS S5 G A MABAT
G W Y Q EG ST WYY L NAGSNG D MTEK T
G W F Q VN GNWY Y A Y DS G A LAV
PCPC G W K K I NG s WYY Y RGQH-DP KGT
G W Q E I NDT WYY LD S5 S 6 KMTIL T
DW Q KV N GN WY Y L NS UHNGEAMVYT
¢ 53 Q T I D G KV ¥YNFAUS S G E W I
G W V K DN G T W Y ¥ L N 38 S ¢6 A MOAT
L Q K D D D S

76 B7 32 56 34 35 52 30 92 91 B4 57 43 27 44 100 35 77 57 66
17 24 2z 20 22 22 27

Figura 57- Comparacion de los dominios de unién a colina de diferentes proteinas.
CspA, CspB, CspC y CspD son las proteinas presentes en C. acetobutylictun NCIB 8052 descritas en este
trabajo; LytA y LytA 101 son amidasas presenies en ncumococo; Ejf, Hbl y Cpll son las enzimas liticas de
los fagos EJ-1, HB-3 y Cp-1 que infectan neumococo; PspA es €l antigeno de superficie de necumococo;
PcpA, PepB y PepC son protefnas de neumococo caracterizadas en este trabajo, siendo ta primera una
posible adhesina y l1a segunda una serin-proteasa. Debajo se muestra la secuencia consenso de los motivos
de unién a colina, considerando como aminodcidos més conservados los que se encuentran presentes en mds

del 15% de los casos. En negrita se muestran los amine4cidos conservados en més del 75% de los casos.

Por tanto, queda claro que la presencia de este dominio no es algo restringido a §.
preumoniae, como podria parecer en un principio, sino que estd determinade por la
presencia de colina en la envoltura celular de diferentes microorganismos. Esto explica la
presencia de proteinas con dicho dominio en la estirpe de C. acetobutylicum NCIB 8052 y

posiblemente en las estirpes NI-4 y NI-504 que presentan fragmentos de DNA que hibridan
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con el fragmento que codifica para el dominio de unién a colina def gen cspA. Este
aminoalcohol estd actuando en estos microorganismos como un elemento de presion
selectiva limitando la divergencia evolutiva natural del dominio de unién a dicho ligando. De
esta manera, el dominio de unién a colina habria sido adquirido a lo largo de la evolucién
por proteinas funcionalmente diferentes, credndose proteinas quiméricas, con mayores
ventajas al mejorar el sistema de reconocimiento del sustrato insoluble, El dominio N-
terminal es responsable por tanto de la funcionalidad de estas proteinas, destacando las
propiedades cataliticas en el caso de las enzimas liticas de neumococo y sus bacteriéfagos,
de las propiedades antigénicas como ocurre con la PspA, de las propiedades adhesivas
como ocurriria con la PcpA y de las propiedades proteoliticas en el caso de la PepB,
mientras que el dominio C-terminal serfa responsable del reconocimiento de la colina
presente en la envoltura celular mejorando la especificidad de dichas proteinas e
interviniendo posiblemente de manera indirecta en la regulacion de las mismas. Las
proteinas Csp de C. acefobutylicum presentan una organizacién similar aunque
desconocemos por el momento su funcionalidad. La identificacion de estas nuevas proteinas
apoyan la teoria modular al estar constituidas por dos modulos que conservan su

funcionalidad y ser a la vez intercambiables.
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V- CONCLUSIONES
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De los resultados presentados en esta memoria se¢ derivan las siguientes

conclusiones:

1- C. acetoburylicum NCIB 8052 posee al menos cuatro genes (cspA, espB, cspC'y espD)
que codifican para proteinas homélogas, cuyos dominios C-terminales presentan motivos de

union a colina.

2- Los genes csp, aunque no se localizan contiguos en el cromosoma bacteriano, si se

localizan relativamente préximos segun los estudios de electroforesis en campo pulsado.

3- Los genes espd y espC son los {inicos que se expresan en las condiciones ensayadas y, lo
hacen como unidades transcripcionales independientes. Los altos niveles de expresién de
dichos genes explicarian que las proteinas secretables CspA y CspC sean las mas abundantes

en el medio de cultivo.

4- Las proteinas CspA y CspC son glicoproteinas, habiendo sido detectada la presencia de

un 12% de ramnosa (p/p) en la proteina CspA.

5- Las proteinas CspA y CspC son purificables en un solo paso por cromatografia de
afinidad en columnas de DEAE-celulosa, caracteristica que presentan las proteinas con
dominios de unién a colina. La proteina CspA es la proteina nativa, descrita hasta la fecha,
que presente un menor nimero de motivos repetidos en su dominio de unién a colina, lo
que coincide con los datos obtenidos a partir de ensayos realizados con la amidasa LytA

truncada en su dominio C-terminal,

6- Las proteinas Csp pueden considerarse como proteinas asociadas a la pared (WAPs),

dada su presencia en las envueltas celulares, aunque se desconoce su funcién por el

momento,

7- Las estirpes de C. acefobutylicum NI-4 y NI-504 contienen fragmentos de DNA que
hibridan con el fragmento que codifica para el dominio de union a colina de la proteina

CspA de C. acefobutylicum NCIB 8052, Puesto que estas estirpes presentan colina en los
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acidos teicoicos de pared, dichos fragmentos podrian codificar para proteinas con dominios

de union a colina.

8- El diferente perfil de hibridacién que presenta el DNA de las estirpes NCIB 8052 y NI-4,
al utilizar como sonda el fragmento que codifica para el dominio de unién a colina de la

proteina CspA, demuestra que no se trata de la misma cepa como habian considerado

algunos autores.

9- El gen pepA de S. preumoniae, clonado a partir del fragmento de DNA que codifica para
el dominio de union a colina de la proteina CspA, codifica también para una proteina con

dominio de uniédn a colina.

10- La presencia de repeticiones ricas en leucina (LRRs), implicadas en los procesos de
interaccién proteina-proteina, y presentes en el dominio N-terminal de la proteina PcpA,
sugiere que esta proteina podria actuar como una adhesina. El hecho de que en el
mecanismo de adherencia de neumococo esté implicado un componente de naturaleza

proteica, proporciona soporte adicional a esta teoria.

11- Contiguo al gen PcpA, se ha caracterizado [a secuencia de insercion IS/38/. Su
presencia, en multiples copias, en diferentes cepas de laboratorio y aislados clinicos de S.

pneumoniae, demuestra claramente que se trata de un elemento transponible.

12- Otros dos genes de S. pneumoniae, pcpB, y pcpC, clonados en este caso mediante la
utilizacion de oligonucledtidos sintéticos degenerados disefiados en funcién de los
amino4cidos mas conservados en los motivos de unidn a colina, codifican también para

proteinas con dominios de unién a colina.

13- La similitud del dominio N-terminal de la proteina PcpB con algunas proteinas de la

familia de las serin-proteasas, no descarta la posibilidad de una actividad proteolitica para

esta proteina,
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14- La conservacion de la glicina en posicion 16 en todos los motivos de unién a colina,
sugiere que este aminoacido debe jugar un papel relevante para mantener la funcionalidad

del dominio de union a dicho ligando.

15- La organizacién modular de las proteinas con dominios de unidon a coling,
caracterizadas en este trabajo, aporta una mayor evidencia en favor de la feoria de la

evolucion modular y, expande el abanico de posibilidades funcionales.

16- La conservacion del dominio de unidn a colina en microorganismos que ocupan nichos
ecoldgicos tan diferentes, como son S. prenmoniae y C. acetobutylicum, apoya la hipotesis
de que la colina actia como un fuerte elemento de presidon selectiva, limitando la

divergencia evolutiva de dicho dominio.
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