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ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Ap : ampicilina.

ATP : adenosina 5'-trifosfato.

ci $ curio.

Cm : cloranfenicol.

CPM ¢ cuentas por minuto.

Da ¢ daltons.

dacTp :+ desoxicitosina 5'-trifosfato.

DEAE : dietilaminoetanol,

DNA ¢ acido desoxirribonucleico.

dNTP : desoxirribonucleésido 5'-trifosfato.
DOC s desoxicolato sbdico.

o) : delecién.

EA : etanolamina.

EDTA s etiléndiaminotetraacetato

Er ¢ eritromicina.

g ¢ aceleracidn de la gravedad.

ICDH ¢ isocitrato-deshidrogenasa.

IPTG ¢ isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.
kb s 1.000 pb.

Km s constante de Michaelis,

LB ¢ medio de cultivo de Luria y Bertany,
Ligasa s DNA ligasa del fago T4,

LMT s agarosa de bajo punto de fusion.
LTA s acido lipoteicoico,

My ¢ masa molecular relativa.

MIC ¢ concentracién minima inhibidora.
N : medida de la concentracién celular mediante nefelometria
ORF ¢ marco de lectura abierto.

PAGE ¢ electroforesis en geles de poliacrilamida.
pb ¢ pares de bases.

p/v ¢ relacién peso / volumen.

R : resistencia.

RBS : sitio de unién al ribosoma.

RNA : 4cido ribonucleico.

RNAasa ¢ ribonucleasa,

8 s sensibilidad.

S8arkosyl ¢ N-laurilsarcosinato sédico.

sDS8 : dodecil sulfato sédico.

Tc ¢ tetraciclina.

™ ¢ tampédn Tris-maleato.

Tris ¢ 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3,-diol.
UFC ¢ unidades formadoras de colonias.

v/v relacién volumen / volumen,
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1. ESTRUCTURA DE LA PARED BACTERIANA.

Las bacterias, al igual que otros microorganismos, han desarrollado una estructura
protectora continua que constituye un exoesqueleto integrado por distintos glicopéptidos y
heteropolisacaridos que les permite sobrevivir en los ecosistemas naturales. En el caso de las
eubacterias este esqueleto estd formado por una o varias capas de un glicopéptido que recibe el
nombre de peptidoglicano, mureina o mucopéptido (los micoplasmas y arqueobacterias no
poseen peptidoglicano).

El reconocimiento del peptidoglicano como envoltura celular continua alrededor de la
membrana plasmatica se puso de manifiesto durante la mitad de la década de los sesenta (Weidel
y Pelzer, 1964) y su funcién es el mantenimiento de la viabilidad celular bajo las condiciones
ambientales normales (con una diferencia de presién entre el interior y exterior de la célula de
mas de 20 atmbdsferas), confiriendo al mismo tiempo la morfologia tipica a cada especie
bacteriana (cocos, bacilos, etc.) y restringiendo la difusion de solutos.

En todas las bacterias Gram-positivas el mantenimiento de la forma y la proteccion de la
membrana plasmatica es asumida exclusivamente por el gran numero de capas que posee el
peptidoglicano de la pared celular, cuyo espesor varia de 15 a 40 nm segin las especies. La pared
celular de las bacterias Gram-positivas representa del 15 al 30% del peso seco de la bacteria.
Concrariamente a las bacterias Gram-positivas, todas las bacterias Gram-negativas han
desarrollado una estructura del peptidoglicano mas simple; aunque tradicionalmente era
considerada como una monocapa, estudios mis recientes parecen indicar que también tiene un
ligero caracter multilaminar (Labischinski y cols., 1985). ' \

El andlisis de secciones ultrafinas de bacterias Gram-negativas revela la existencia de una
envoltura celular mas compleja que la observada en bacterias Gram-positivas. La envoltura de las
bacterias Gram-negativas consta, desde el interior al exterior de la célula, de tres capas bien
diferenciadas entre si tanto estructural como funcionalmente: (i) la membrana interna; (ii) la capa
de peptidoglicano y (i) la membrana externa, esenciaimente una barrera de permeabilidad
selectiva que desempeiia funciones de relacidn con el medio de cultivo que rodea a la bacteria y
de proteccién frente a sustancias quimicas que pudieran ser nocivas (Nikaido y Vaara, 1985). La
membrana externa, unida covalentemente al peptidoglicano, contribuye asimismo a la resistencia
mecanica de la propia pared. La capa de peptidoglicano de las bacterias Gram-negativas es
discontinua en ciertas dareas que corresponden a zonas de adhesion entre la membrana plasmatica

y la membrana externa (Bayer, 1975). 5

T



1.1, El peptidoglicano.

Los peptidoglicanos bacterianos se componen de cadenas glicanicas unidas entre si
mediante cadenas peptidicas (Figura | A). La estructura glicinica estd constituida por cadenas
lineales con residuos pirandsidos alternantes de 2-N-acetilamino-2-desoxi-D-glucosa (N-
acetilglucosamina) y  2-N-acetilamino-3-0-(D-|-carboxietil)-2-desoxi-D-glucosa  (acido  N-
acetilmuramico), unidos entre si por enlaces glicosidicos B |,4. Se trata de una estructura aniloga
a la de la quitina en la que cada residuo alternante de N-acetilglucosamina contiene unido at
carbono 3 un grupo lactilo. A veces los grupos acetilo se encuentran susticuidos y aparecen acil y
glicosil derivados. El 4cido N-acetilmurdmico puede estar acetilado o fosforilado en el carbono en
posicidbn 6, lo que permite la formacibn de puentes de hidrégeno con cadenas glicanicas
adyacentes; estas modificaciones pueden darse a lo largo del crecimiento del cultivg bacteriano.

En [a mayoria de los peptidoglicanos estudiados todos los grupos D-Iaﬁtilo del acido
murdmico se encuentran sustituidos por péptidos (Schleiffer y Kandler, 1972; Ghuysen, 1977).
Sin embargo, en unas pocas especies como Micrococcus luteus y Microcociceas relacionadas,
alrededor del 30-40% de los residuos de acido N-acetiimurimico no se encuentran unidos a
sustituyentes peptidicos. Unidas al grupo carboxilo del acido murdmico existen cadenas de cuatro
aminoécidos L-alanil-D-glutamil-L-R3-D-alanina, que a veces son sdlo de tres aminoicidos por
pérdida de la D-alanina terminal, El residuo L-R3 puede ser un aminoacido neutro (L-alanina,  L-
homoserina), acido (L-glutimico) o bésico (acido L-diaminobutirico, L-ornitina, L-lisina, icido
mesodiaminopimélico). La D-alanina terminal puede ser sustituida por L-serina o glicina. E! grupo
a-carboxilo del icido D-glutdmico puede permanecer libre, amidado, sustituido por una glicina
C-terminal o por una glicinamida. También puede encontrarse el &cido treo-3-hidroxiglutamico
sustituyendo al 4cido D-glutdmico. Las uniones entre los péptidos se producen en a , excepto en
el enlace entre el acido D-glutimico y el residuo L-R3 que tiene lugar en posicion ¥ (Figura | A).
La secuencia alternante L-D-L-D del esqueleto peptidico (Figura | A) le permite adquirir una
conformacioén espacial en anillo (apartado 1.3.) y lo hace, al mismo tiempo, resistente a la
mayoria de las proteasas y susceptible a la accidn de los antibidticos que actlan sobre las uniones
entre D-aminoéacidos. '

Las unidades peptidicas que se encuentran unidas a las cadenas glicdnicas pueden a su vez
unirse entre si mediante los denominados puentes interpeptidicos. Basindose en la composicion y
localizacidn de estos puentes el peptidoglicano ha sido clasificado en cuatro tipos principales
(Ghuysen, 1977). La unidn entre dos unidades peptidicas se establece siempre entre la D-2lanina
C-terminal de un péptido y el grupo €-amino del aminoicido basico L-R3 (tipos |, Ii, lll) o el grupo

a-carboxilo de! 4cido D-glutidmico (tipo IV) de otra unidad peptidica.
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Figura |. Estructura de una cadena de peptidoglicano.

Panel A. Estructura primaria de la cadena de peptidoglicano {cadena glicanica y cadena peptidica).
Las abreviaturas utilizadas son : NAG, N-acetilglucosamina; NAM, N-acetilmuramico. Los
aminoécidos de la cadena peptidica se indican en codigo de tres letras. D-Glx, indica que el grupo
a-carboxilo del acido D-glutamico se encuentra amidado (isoglutamina). 7, significa que el enlace
peptidico tiene lugar con el grupo T-carboxilo de la isoglutamina.

Panel B. Conformacidn mas probable para la unidad de disacirido-tetrapéptido.

Panel C. Representacion esquemdtica de una cadena de peptidoglicano compuesta de diez
unidades repetidas de disacarido-tetrapéptido. La cadena glicinica se representa con circulos
blancos. La cadena peptidica se representa con circulos punteados. Los grupos que intervienen en
los enlaces interpeptidicos se indican con circulos negros : A, grupo a-carboxilo de la D-alanina
terminal; L, grupo e-amino de fa cadena lateral de la L-lisina; G, grupo a-carboxilo del 4cido D-
glutamico.

Los paneles B y C estan tomados de Barnickel y cols. (1983).



La proporcion de unidades peptidicas que se encuentran formando parte de enlaces
cruzados varia segan la especie. El microorganismo en el que se ha encontrado mayor proporcién
de unidades peptidicas formando parte de enlaces cruzados (90%) es Staphylococcus aureus. Por el
contrario, muchos peptidoglicanos del tipo | (el de Escherichia coli, Proteus vuigaris vy,
probablemente, la mayoria de los peptidoglicanos de bacterias Gram-negativas), y el de M. luteus,
sélo poseen un indice de enlaces cruzados de un 20-25% (Nauman y cols., 1982)

El peptidoglicano como tal tiene importantes propiedades antigénicas, asi como efectos

piro y sofrogénicos (Salton, 1983).

1.2. Evolucién de la estructura del peptidoglicano.

El peptidoglicano mis frecuente es el de tipo |, con el icido diaminopimélico en la
posicidon R3 de la unidad peptidica. El puente interpeptidico es directo mediante un enlace
cruzado (D)-alanil-D-4cido mesodiaminopimélico. Se encuentra en los bacilos Gram-positivos,
probablemente en todas las bacterias Gram-negativas y en los procariotas més evolucionados
como mixobacterias y cianobacterias (Jurgens y Wecknesser, 1985). La enorme complejidad y
diversificacién en la estructura primaria, brevemente descritas en el apartado anterior, sélo ha
sido encontrada en las bacterias Gram-positivas. Si se acepta la idea de que los avances
filogenéticos se manifiestan por la simplificacion y pérdida de variabilidad (fijacién), la complejidad
de los peptidoglicanos de las bacterias Gram-positivas debe representar un estadio primitivo en la
evolucion, De acuerdo con esto, el peptidoglicano que contiene el dcido mesodiaminopimélico
formando enlaces cruzados directos no seria sdlo el mas ventajoso sino también el mas avanzado

evolutivamente.,

1.3, Estructura tridimensional del peptidoglicano.

A pesar de que [a estructura primaria del peptidoglicano se conoce bastante bien, su
estructura tridimensional todavia no se encuentra bien definida. El modelo propuesto por Weidel
y Pelzer (1964) que sugiere que el peptidoglicano constituye una macromolécula que rodea
completamente a la célula es todavia en esencia valido. Sin embargo, la idea tal y como fue
planteada originalmente puede dar Ia falsa impresion de la existencia de enormes cadenas
glicanicas conectadas entre si. En realidad, tanto las cadenas glicinicas como las unidades
peptidicas presentan muchos grupos terminales. La longitud media de las cadenas glicanicas
establecida para varios peptidoglicanos oscila alrededor de los 35 disacaridos (Beveridge, 1981;

Glauner y Schwarz, 1983), lo que, teniendo en cuenta las dimensiones de los aminoaziicares en la



configuracidon mas favorecida del peptidoglicano (Formanek, 1983), supone una longitud media
aproximada de 35 nm. En E. coli la cadena glicinica termina en la forma 1,6 anhidra del icido N-
acetilmuramico.

La cadena peptidica unida al icido N-acetiimurimico adopta, en su conformacion mas
estable, una estructura tridimensional en anillo (hélice 2.27) con la alanina C-terminal préxima al
primer residuo de dicha cadena (Figura | B). Esta estructura se ve favorecida tanto por la
alternancia entre las formas D y L de los residuos que constituyen el péptido como por el enlace
peptidico en posicidn 7 del icido glutamico. Esta disposicidn de la cadena peptidica le permi;:e
interaccionar mediante puentes de hidrégeno con la cadena glicdnica (Barnickel y cols., 1983),
que adquiere una conformacion como la que se representa en la Figura | C. Se trata de una
disposicion helicoidal del esqueleto glicanico y, por lo tanto, de los péptidos que interaccionan
con él, en donde el m’:mefo de unidades disacaridicas por vuelta de hélice es variable (cinco por
término medio). Los grupos que intervienen en la formacidon de enlaces cruzados con otras
cadenas peptidicas se localizan en la superficie de la molécula en disposicion helicoidal, y son la
principal causa de cohesion en la malla del pepridoglicano pues representan la (nica union
covalente entre las hebras glicinicas (Barnickel y cols., 1983). Como consecuencia del giro entre
unidades disacaridicas adyacentes, los péptidos se proyectan en diferentes orientaciones respecto
a la cadena glicanica, de tal forma que para el enlace cruzado entre dos de estas cadenas que se
encuentren en el mismo planoc y adyacentes sélo podran participar aquellos péptidos que estén
enfrentados espacialmente. Los péptidos que no se disponen en el plano de una capa de mureina
no pueden participar en uniones cruzadas dentro de dicha capa, y son los encargados de
establecer enlaces con otras capas del peptidoglicano. Por ello, las bacterias Gram-positivas
presentan un porcentaje de enlaces interpeptidicos superior al presentado por las bacterias
Gram-negativas. Una malla bidimensional de mureina continua y entrecruzada sblo es posible si las
cadenas glicanicas se disponen empaquetadas en paralelo y ligeramente rotadas unas respecto a
otras (Figura 2 A) (Labischinski y cols., 1985). En las bacterias Gram-positivas las capas de
mureina se disponen formando un 4ngulo de 60° con las capas adyacentes, lo que permite un
maximo de conexiones interpeptidicas y la aparicion de oligbmeros peptidicos (Figura 2 B). Segin
Formanek (1983), una célula de la malla tridimensional del peptidoglicano tendria las dimensiones
que se detallan en la Figura 2 C.

Segln estos modelos el siculo de mureina cumpliria sus dos requisitos bisicos: rigidez,
debida a la cadena glicinica, y flexibilidad, conferida por el componente peptidico. Como
resultado de fuerzas mecanicas la conformacién girada de la cadena peptidica puede pasar a
extendida, lo que produce incrementos de mas del 200% en la distancia que separa a dos cadenas

glicanicas adyacentes. La estructura del peptidoglicano puede calificarse de paracristalina, con
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Figura 2. Modelo de la estructura tridimensional del peptidoglicano.

Panel A. Disposicion paralela de las cadenas de peptidoglicano en una capa de mureina. Las
regiones en las que se producen los enlaces cruzados se sefialan con una zona sombreada.

Panel B, Representacién esquematica de dos capas adyacentes de mureina.

Los paneles A y B estan tomados de Labischinski y cols. (1985).

Panel C. Representacién esquematica de la malla tridimensional del peptidoglicano. Se detallan las
dimensiones de cada ceélula, definida por la unidad disacarido-tetrapéptido. M, éacido N-
acetilmuramico; N, N-acetilglucosamina. Tomado de Formanek (1983).




defectos en la red (poros) que permitén la interaccidn con proteinas de [a pared como las
enzimas autoliticas (Beveridge, 1981). El volumen de poro calculado como porcentaje del
volumen total de la pared seca es de un 5% para Bacillus megaterium, con un radio de poro medio
de 13 nm. El agua desempeiia un papel fundamental en la pared celular ya que representa el 92%
de su peso, confiriéndole una densidad aproximada de |I,lI g/cm3. Las paredes celulares

3 y su porosidad se reduce (Beveridge, 1981).

deshidratadas incrementan su densidad a |,3 g/cm
En la regidn correspondiente al septo de la célula la pared celular puede presentar una estructura
anular de apariencia fibrilar que se interpreta como un reflejo del crecimiento centripeto del

peptidoglicano en esta zona (Salton, 1983).
1.4, Los acidos teicoicos.

La pared celular puede aislarse como un residuo insoluble que ‘mantiene sus
caracteristicas morfoldgicas (Shockman y Barret, 1983). Esta preparacidn contiene ademads del
peptidoglicano, que supone més del 40% de la masa de la pared bacteriana, uno o varios
polimeros diferentes del peptidoglicano, tales como los acidos teicoicos, teicurdnicos,
polisaciridos 4cidos o neutros y, en el caso de micobacterias, lipidos complejos. Estos polimeros,
en las especies estudiadas, se encuentran covalentemente unidos al peptidoglicano y, por lo
tanto, en la mayoria de las bacterias Gram-positivas podemos definir la pared celular como el
peptidoglicano insoluble mis los polimeros unidos a &l covalentemente (Rogers, 1974).

El término de acidos teicoicos fue acufiado por Baddiley para designar los polimeros de
glicerolfosfato o ribitolfosfato en los que las unidades repetidas se unen a través de enlaces
fosfodiéster (Armstrong y cols., 1958). Los acidos teicoicos solo se han encontrado en bacterias
Gram-positivas. Aunque inicialmente se pensd que éstos se unian covalentemente al
peptidoglicano mediante un enlace directo entre el grupo fosfato terminal del acido teicoico y el
carbono en posicion 6 del acido murimico, se ha comprobado que, en muchas especies
bacterianas, existe un compuesto intermedio implicado en dicho enlace cuya composicion varia
de unas bacterias a otras (Kojima y cols., 1985). Las paredes de las bacterias Gram-positivas
presentan una estructura trilamelar al microscopio electronico, con las caras interna y externa
mas opacas que la porcidn central, reflejando la disposicion de los 4cidos teicoicos en la pared. En
B. subtilis por ejemplo, un 50% de los icidos teicoicos se localiza en la cara interna y externa de
la pared, el otro 50% ocupa la porcién central (Beveridge, 1981),

Los 4cidos teicoicos son altamente antigénicos y frecuentemente se han utilizado como
sustancias grupo o tipo especificas. Son también impértantes activadores de [a ruta alternativa del

sistema del complemento de mamiferos; forman parte de los receptores de bacteriofagos (fagos)



e intervienen como importantes moduladores de las enzimas autoliticas. Por su abundancia en
grupos fosfato, son los polianiones mas importantes de la pared celular y los responsables de la
carga neta de ésta; los acidos teicoicos internos forman quelatos con el magnesio y con ello
contribuyen a la rigidez del peptidoglicano (Beveridge, 1981).

A veces los icidos teicoicos se unen covalentemente a un glicolipido de [a membrana
plasmdtica y entonces reciben el nombre de 4cidos lipoteicoicos. Una caracteristica general de
estos dcidos lipoteicoicos es que se intercalan en la matriz de la pared celular, desempefiando un
papel bisico en el contro!l de la actividad autolitica en varios sistemas bacterianos (Holtje y
Tomasz, 1975 a; Horne y Tomasz, 1985 b; Bierbaum y Sahl, 1985; Rogers y Thurman, 1985;
Tsuchido y cols., 1985; Fischer, 1988). Cuando los acidos lipoteicoicos atraviesan todo el
espesor de la pared celular y son accesibles desde el exterior constituyen importantes
determinantes antigénicos. Se han identificado también como cofactores esenciales en la
biosintesis de la pared celular (Manck y Glaser, 1972) y como agentes responsables de fa
adherencia bacteriana (Beachey y Offeck, 1976). Los acidos Iipoteicoicosk soﬁ fuertemente
anidnicos y por eilo contribuyen al mantenimiento de una concentracion de cationes Optima en la
pared celular. La ruta biosintética de los 4cidos lipoteicoicos parece ser distinta a la de los acidos
teicoicos de pared; asi, en cultivos de B. subtilis que crecen en condiciones de limitacidn de
fosfato el acido lipoteicoico no se ve alterado mientras que el acido teicoico se sustituye por

teicurénico (los 4cidos teicurénicos son polisaciridos acidicos no fosforicos) (Archibald, 1976).
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2. ENZIMAS QUE DEGRADAN EL PEPTIDOGLICANO.

2.1. Autolisinas bacterianas.

Desde las primeras observaciones realizadas pudo apreciarse que los microorganismos se
lisan cuando son incubados en condiciones desfavorables y, de hecho, los autolisados fueron las
primeras fuentes para obtener enzimas solubles. La autolisis: debe ser considerada como una
consecuencia de la desintegracion de la pared bacteriana. Las enzimas autoliticas o
autolisinas bacterianas son enzimas que hidrolizan uniones especificas del peptidoglicano y que,
por tanto, solubilizan las paredes celulares con la consiguiente lisis de la bacteria, de ahi que en un
principio se les llamase también "suicidasas”. La presencia de autolisinas en las bacterias es una
propiedad casi general. También se han descrito en hongos y levaduras enzimas que hidrolizan la
pared celular del microorganismo que las sintetiza, comportandose de esta manera como
autolisinas. En esta Tesis, sin embargo, el concepto de autolisina se aplicard exclusivamente a
bacterias.

Existen cuatro tipos bioquimicamente diferenciables de enzimas autoliticas (Figura 3 Ay
B), que pueden clasificarse en:

i) Muramidasas (lisozimas) que hidrolizan el enlace B 1,4 entre el dcido N-acetilmuramico
y la N-acetilglucosamina, liberando grupos reductores de acido N-acetitmurdmico.

i) B-N-acetilglucosaminidasas {glucosaminidasas), que liberan grupos reductores de N-
acetilglucosamina.

iy N-acetilmuramil-L-alanil-amidasas (amidasas) que hidrolizan el enlface amida entre la
cadena glicinica y el péptido.

iv) Peptidasas, que pueden hidrolizar tanto alguno de los péptidos principales como los
puentes interpeptidicos, siempre que éstos tengan lugar entre la D-alanina terminal y el grupo
amino de una cadena peptidica contigua.

Un quinto tipo de enzimas autoliticas podrian ser la transglicosidasas, enzimas que hidrolizan
el enlace B 1,4 entre el dcido N-acetilmuramico y la N-acetilglucosamina, liberando grupos no
reductores de acido N-acetilmuramico. Aunque estas enzimas son capaces de hidrolizar ei
peptidoglicano in vitro y participan en los procesos de biosintesis de pared, todavia no se conoce
con certeza si funcionan como aucolisinas in vivo (Goodell y Schwarz, |985).

Las aucolisinas mas ampliamente distribuidas son las amidasas y las glucosaminidasas, que en la

mayoria de los casos se presentan simultdneamente en el mismo organismo.
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Figura 3. Modelo de la estructura de la pared celular de S. pneumoniae.

Panel A. Las cadenas glicinicas se representan con las letras G-M, que indican los residuos
alternantes de N-acetilglucosamina (G) y acido N-acetiimurdmico (M). Los aminoédcidos de las
cadenas peptidicas se representan en codigo de tres letras segln se indica en la Figura | A, e,
significa que el enlace peptidico se realiza con el grupo e-amino de la L-lisina. El acido teicoico de
pared se simboliza con un rectangulo; las abreviaturas utilizadas son : P, grupo fosfato; GP,
glicerolfosfato (existen dos o tres moléculas por cada molécula de acido teicoico); GLU, glucosa;
DATG, diacetamidotridesoxigalactosa; NAGM, N-acetilgalactosamina; PCOL, fosforilcolina;
RBT-P, ribitolfosfato. Se estima que hay, por término medio, 8 moléculas de PCOL en cada
molécula de 4cido teicoico. Los nimeros | y 6 representan fas posiciones de los dtomos de
carbono que participan en los enlaces que se indican. Los enlaces sensibles a la accidon de las
enzimas que hidrolizan la pared celular de neumococo se muestran con tridngulos negros
(sensibles a las amidasas), con tridngulos blancos (sensibles a las muramidasas o lisozimas), y con-
flechas en zig-zag (sensibles a las glucosaminidasas). :
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Panel B. Productos de degradacion de la pared celular de neumococo cuando ésta se digiere con
una amidasa (flecha negra) o con una muramidasa (flecha blanca). Los simbolos se corresponden
con los detallados en el panel A, Las cadenas peptidicas se representan con trazos verticales y los
puentes interpeptidicos con trazos oblicuos. Tomado de Tomasz (1981).
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2.2, Funciones de las autolisinas.

A pesar de la ubicuidad de las autolisinas en el mundo bacteriano, la determinacién de su
papel bioldgico esti todavia sometido a fuertes controversias, aunque una distribucién tan amplia
hace pensar que estas enzimas deben desempefiar, no obstante, funciones de gran importancia,
algunas de las cuales probablemente todavia se desconocen (Tomasz, {984). Esto se debe en
parte a que estas enzimas resultan dificiles de purificar, ya que se sintetizan en pequeia cantidad y
se asocian fuertemente a su sustrato (la pared celular), lo que hace que sus propiedades
bioquimicas no se conozcan bien. Ademis, la mayoria de las bacterias contienen mas de una

autolisina, lo que dificulta mucho la asignacion de funciones especificas a cada una de ellas.

2.2.1. Crecimiento de la pared celular.

Aunque el siculo de mureina es esencizlmente un elemento celular de resistencia
mecanica, ello no implica en absoluto que se trate de una estructura metabolicamente inerte,
sino que ha de experimentar profundas transformaciones que permitan el crecimiento de la
célula, el mantenimiento de la forma determinada genéticamente y la formacidén del septo
durante el proceso de divisibn celular. Teniendo en cuenta la disposicion del siculo y su
naturaleza covalentemente cerrada, es evidente que el crecimiento de la bacteria esta
condicionado por el crecimiento de aquél.

El crecimiento de la pared celular implica que ésta deber ser "preparada” quimicamente
para aceptar nuevas unidades de sus componentes. En 1964, Weidel y Pelzer postularon un
modelo que, en esencia, proponia que la expansidén del peptidoglicano durante el crecimiento
celular requeria la accién combinada y equilibrada de los procesos de sintesis y degradacién. En su
forma original el modelo sugeria la posibilidad de que las autolisinas fueran las responsables de la
creacion de rupturas en la malla del peptidoglicano. Posteriormente tendria lugar la adiciéon de
nuevos bloques de pared en estos sitios siendo las enzimas de sintesis, por ejemplo las
transglicosidasas, las encargadas de sellar las rupturas. Seglin este modelo, los mutantes
defectivos en autolisina {fenotipo Lyt") se comportarian como letales condicionales ya que no
podrian expandir su pared, esto es, crecer, en condiciones no permisivas. El principal
inconveniente para involucrar a las autolisinas en la sintesis de pared se basaba en que los
mutantes Lyt™ aislados hasta entonces en varias especies, Enterococcus hirae (=Streptococcus
faecium) (Pooley y cols., 1972), S. aureus (Chaterjee y cols., 1976), B. licheniformis (Forsberg y
Rogers, 1974), B. subtilis (Fein y Rogers, 1976), E. coli (Leduc y cols., 1984) y S. pneumonice
(Lacks, 1970; Zighelboim, 1980; Garcia y cols., 1986 a, b; Loépez y cols., 1986}, tenian unos
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tiempos de duplicacién similares a los de las cepas salvajes. No obstante, ninguno de los mutantes
descritos carecia por completo de actividad autglitica por lo que no se podia descartar que esa
actividad minoritaria tuviese una localizacion estratégica en la célula en lugares donde se realizase
la sintesis de pared.

En Ja actualidad se postula un mecanismo distinto para la incorporaciéon de los nuevos
polimeros a la pared bacteriana; este mecanismo esta basado en una reaccion de transpeptidacion
en vez de en una reaccidn de transglicosidacion (Koch, 1990). Estudios realizados con B. subtilis y
E. coli han revelado que la orientacion de las cadenas glicanicas es perpendicular al eje mayor de la
célula (disposicion en anillo) y que el crecimiento de la pared se hace intercalando nuevos anillos
de peptidoglicano entre dos de los ya existentes mediante una reaccién “creadora de espacios”
(space-maker) catalizada por una "transferasa de enlaces cruzados” (crosslink-transfercse) (Pelzer,
1983). Esta enzima tendrfa una actividad endopeptidasa para romper enlaces peptidicos ya
formados y una actividad transpeptidasa para formar puentes interpeptidicos con los nuevos
polimeros que se van incorporando. La formacién del septo se explicaria por un bloqueo de [a
transpeptidasa en esta zona, ¥ la separacién de las células hijas se produciria gracias a la autolisina
correspondiente (Tomasz, 1983). Las cepas mutantes Lyt” también llevarin la crosslink-
transferasa activa, lo que explicaria por qué pierden viabilidad cuando se tratan con inhibidores de
la biosintesis de la pared celular, aunque a velocidad mucho mas reducida que las cepas parentales
Lyt* (apartado 2.2.6.). Esta pérdida de viabilidad la causaria la actividad continuada de ha
transferasa que crearia pequefios pero irreparables cortes (al no haber incorporacién de nuevos
polimeros de pared) en la maila peptidica. Hasta el momento no se han aislado mutantes de la
crosslink-transferase (Tomasz, 1983).

En el caso concreto de §. pneumonice, la amidasa autolitica no es esencial para el
crecimiento celular ya que mutantes defectivos para esta enzima crecen normalmente (Garcla y
cols., 1986 a, b; Lopez y cols., 1986; Sinchez-Puelles y cols., 1986 a) (apartados 4.6.1.1.6. y
4.6.1.1.7.)

2.2.2. Recambio de los polimeros de pared (turnover).

Los polimeros que integran la pared de algunos microorganismos, tales como los bacilos,
lactobacilos o estafilococos, son eliminados de la pared bacteriana y renovados en un proceso
que se denomina recambio (turnover) (Doyle y cols., 1988). La primera parte de este proceso
incluiria la solubilizacion de los productos presentes en la pared celular, y se ha sugerido que las

autolisinas serian las encargadas de realizar esta funcidon (Rogers y cols., 1980; Goodell y
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Schwarz, 1985; Cheung y Freese, 1985), pero tampoco en este caso existen evidencias

suficientes que demuestren una relacién directa entre ambos fenémenos.

2.2.3. Separacién celular y motilidad.

Los estudios realizados sobre mutantes Lyt™ de B, subtilis y S. pneumonice han sugerido la
existencia de una relacién entre esta alteracidén y la formﬁcién de cadenas celulares como
consecuencia de no haberse completado el proceso de separacidn de las células hijas (Fein y
Rogers, 1976; Lacks, 1970; Zighelboim, 1980; Sanchez-Puelles y cols., 1986), lo cual estd de
acuerdo con la funcién postulada para las autolisinas de no participar en el crecimiento de la pared
pero si en la fase final de [a division celular, es decir, en la separacidn de las células hijas.

Es dificil saber qué enzima(s) es la responsable de la separacion celular. Se ha comprobado que
un mutante de B. subtilis, que posee un 60% de la actividad amidésica y Unicamente un 2% de la
actividad glucosaminidasa, se presenta en forma de bacilos perfectamente separados y moviles.
Este hecho y otros estudios realizados posteriormente (Koch y cols., 1985) han sugerido que la
amidasa podria ser la responsable de la separacion de las células hijas en el proceso de division
celular. En este sentido conviene sefialar que no ha sido descrito ningln mutante que carezca
Gnicamente de la amidasa. En el caso de bacterias Gram-negativas, como E. coli, también existen
evidencias preliminares que sugieren la existencia de una posible relacién entre la actividad
amidasica y la separacion celular (Wolf-Watz y Normak, 1976). El caso concreto de S.
pneumoniae se tratard en el apartado 4.6.1.1.7.

Una interesante caracteristica de los mutantes Lyt™ de B. subtilis es que carecen de
flagelos y, por lo tanto, se presentan como formas inmdviles (Fein y Rogers, 1976; Fein, 1979).
Este hecho lievo a Fein (1979) a proponer que las autolisinas estarian implicadas en la formacién
de "agujeros” en la pared celular para la salida de! flagelo. De esta manera, los mutantes Lyt
serian forzosamente inmdviles. Revertientes para la motilidad lo son también para el caricter
autolitico. Pooley y Karamata (1984) han comprobado que todos los mutantes fla” (deficientes
en la formacion de flagelos) poseen asimismo un fenotipo Lyt Se piensa asi que el defecto en fa
concentracion de las autolisinas en estos mutantes es debido a la existencia de un proceso
regulador por parte de los genes fla. Por lo tanto, los mutantes tradicionalmente conocidos en
esta especie como Lyt” no estarian afectados en el gen estructural de ninguna autolisina.
Recientemente se ha determinado la secuencia del gen flaD y ha resultado ser idéntica a la del gen
sin, gen que participa en el fenotipo de inhibicion de la esporulacién en B, subtilis. Se postula que

el producto del gen flaD es una proteina de unidn al DNA (Sekiguchi y cols., 1990).
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2.2.4. Transformacién genética,

Desde los trabajos de Akrigg y cols. (1967) han sido numerosas las investigaciones que
apuntan la posibilidad de que las autolisinas intervengan en el fendmeno de la- competencia
genética, posiblemente permitiendo el paso de las moléculas de DNA transformante a través del
peptidoglicano hasta los receptores situados en |a membrana subyacente, Asi, se ha sefialado que
existe una correlacién entre la tasa de autolisis y el estado competente tanto en B. subtilis
(Young y Spizizen, 1%63) como en estreptococos del grupo H (Ranhand, 1973; Horne y Tomasz,
1985 a). También se ha observado que durante el periodo de tiempo que precede a la aparicion
de la competencia aumenta la actividad de [a amidasa de B. subtilis (Young, 1966). Sin embargo,
mutantes de B. subtilis que carecen del 90-95% de la actividad tanto de la amidasa como de [a
glucosaminidasa parecen ser perfectamente transformables (Fein y Rogers, 19786).

En §. pneumoniae la tasa de autolisis se incrementa al afadir factor de competencia a tos
cultivos (Seto y Tomasz, 1975). Cuando ios neumococos se resuspenden en medio hipertdnico
forman esferoplastos. Lacks y Neuberger (1975) han observado que la tasa de formacién de
esferoplastos y la competencia parecen estar relacionadas; asl, mutantes genéticamente no
competentes {ntr-2) forman esferoplastos a un ritmo lento, sin embargo otros mutantes de estas
caracteristicas (ntr-9) no muestran esta relacion. Las células de neumococo crecidas en medio
que contiene etanolamina (células-EA) sintetizan una forma de la amidasa de baja actividad y son
incapaces‘ de transformarse, aunque la adicidn de un breve pulso de colina y factor de
competencia restauran la transformabilidad (Seto y cols., 1975). El hecho de que un mutante de
neumococo que [leva el gen IytA (codifica para la principal autolisina de S. pneumoniae, la amidasa
LYTA) delecionado, cepa M3l (Sinchez-Puelles y cols., 1986 a), muestre unos niveles de
transformacién normales excluye {a intervencion de [a amidasa en el proceso de transformacién
genética. Sin embargo, el descubrimiento de una segunda autoclisina en neumococo, una
glucosaminidasa (Sanchez-Puelles y cols., 1986 b; Garcia y cols., [989), que presenta su actividad
maxima a 30 ©C, temperatura a la cual se realiza el proceso de transformacién genética en S.
pneumoniage (Fox y Hotchkiss, 1957), deja abierta la posibilidad de que esta segunda enzima litica
intervenga en el desarrollo de la competencia genética. ‘

De todo lo anteriormente expuesto se deduce que, a pesar de la existencia de gran
nimero de resultados, la evidencia experimental tanto a favor como en contra de la intervencion

de las autclisinas en el proceso de transformacidn genética dista mucho de ser concluyente,
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. 2.2.5, Liberacién de l2 descendencia fagica.

Asimismo, se ha postulado la-intervencidn de las autolisinas en los procesos de adsorcidn
y liberacién de 1a descendencia fagica. En S. pneumonige se sugirid la intervencidn de 1a amidasa del
huésped en ambos procesos en experimentos realizados con células-EA y el bacteriofago Dp-|
(McDeonnell y cols., 1975). Estudios posteriores han puesto de manifiesto que la colina forma
parte esencial de los receptores del fagé Dp-l en este organismo (Lopez y cols., 1982 a), y que
la amidasa LYTA del huésped participa activamente en la liberacién de la descendencia fagica
(Ronda-Lain y cols., 1977; Lépez y cols., 1983; Garcia y cols., 1983 ¢). De forma similar,
también se ha observado la participacién de la amidasa del huésped en la liberacién de la progenie

fagica para los fagos de la serie Cp.

En el genoma del fago €X174 de E. coli se ha demostrado la existencia de un gen
responsable de la lisis celular y de la liberacion de la descendencia fagica que parece actuar como
activador del sistema autolitico de la célula huésped (Blassi y cols., 1984). La liberacion del fago
MS2 al final del ciclo litico también parece depender de las autolisinas de la célula huésped (Holtje

y Van Duin, 1984).

2.2.6. Accidn de los antibidticos.

La inhibicion de la sintesis de la pared celular puede realizarse mediante cambios en los
compeonentes del medic de cultivo o mediante la adicién de antibioticos u otras sustancias mas o
menos especificas. Los antibidticos que inhiben la sintesis de pared tienen un efecto bactericida,
sin embargo la mayoria de los que inhiben la sintesis proteica producen un efecto bacteriostatico
(Rogers y cols., 1980).

Las penicilinas y otros antibioticos B-lactdmicos pueden originar tanto cambios
morfolSgicos en las células como pérdida de viabilidad y/o lisis celular, Estos dos Gltimos efectos
requieren una bacteria metabdlicamente activa, aunque recientemente se ha descubierto un
grupo de antibiéticos capaces de actuar también en ausencia de crecimiento celular (Tuomanen,
1986). El que se produzca uno u otro de estos efectos depende del tipo de antibidtico, de la
dosis utilizada y del organismo con el que se trabaje. A modo de ejemplo, la benzilpenicilina
presenta una MIC (concentracidn minima inhibitoria) similar para tres especies diferentes de
estreptococos; en S. pneurnonige produce una pérdida rapida de viabilidad seguida de lisis celular, -
en S. sanguis provoca sblo una lenta pérdida de viabilidad, y en S. pyogenes origina una ripida
pérdida de viabilidad que no va acompafiada de lisis celular (Horne y Tomasz, 1977).

Recientemente se han caracterizado aislados clinicos de neumococo implicados en el desarrollo
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de la meningitis humana y que presentan una respuesta frente a la penicilina similar a la de §.
pyogenes (Tuomanen y cols., 1988). Esto indica que los mecanismos de muerte y lisis celular
desencadenados por los antibidticos son claramente diferentes.

La diana metabélica de los antibibticos 3-lactamicos son las PBP (penicillin-binding-proteins)
(Blumberg y Strominger, 1974) y su toxicidad selectiva se debe a la similitud entre el anillo de la
3-lactama y el dipéptido C-terminal (D-Ala-D-Ala) de las cadenas peptidicas del peptidoglicano.
Las PBP intervienen en la fase final de la biosintesis del peptidoglicano y por ello su inactivacién
(acilacion) por el antibidtico origina una mureina con un grado de entrecruzamiento muy débil y
susceptible a la ruptura osmotica y mecanica (Tipper y Strominger, 1965). Sin embargo, en la
actualidad se sabe que el mecanismo de accidon de los antibidticos B-lactdmicos no es tan sencillo
como se crefa y que sus efectos irreversibles requieren el concurso de factores celulares
adicionales, entre otros, las autolisinas.

La degradacién del peptidoglicano tras el tratamiento de un cultivo bacteriano con
penicilina puede deberse a que este antibibtico : i) induzca un aumento en los niveles de actividad
autolitica; ii) alcere la estructura de la pared y la haga mas susceptible al ataque por la autolisina;
iii) altere la regulacion de la autolisina "disparando” su actividad (modelo del triggering) (Tomasz y
Waks, 1975; Tomasz, 1979).

Para el caso concreto de S. pneumoniae sdlo los puntos if) y iii) parecen responder a la
realidad. La exposicién de neumococo a la penicilina origina una pared mas accesible a la
degradacion por la amidasa autolitica al presentar menor grado de entrecruzamiento peptidico
(Néothling y Hakenbeck, 1983).

En el modelo del triggering (Tomasz, 1979) se pueden distinguir dos fases (Figura 4):

a) Fase primaria (reversible). Las moléculas de penicilina u otro antibiético B-lactamico
alcanzan su diana celular (PBP) lo que trae consigo la inactivacion de alguna de estas enzimas que
participan en la sintesis del peptidoglicano. Como consecuencia hay una inhibicion en la
multiplicacién bacteriana. Esta fase puede observarse en mutantes Lyt” o en cepas Lyt ¥ con su
actividad autolitica inhibida. En cepas Lyt esta fase va inmediatamente seguida de una fase
secundaria,

b) Fase secundaria (irreversible). Mediante una sefial bioquimica aln desconocida se
originaria una alteracion de la membrana plasmatica que daria lugar a la disociacién entre el 4cido
lipoteicoico (el inhibidor natural de la amidasa autolitica) y la autolisina (inhibida durante fa mayor
parte del ciclo celular) (T bmasz y cols., 1970; Tomasz y Waks, 1975). La aisoéiacién de este
complejo se consigue in vitro mediante detergentes. In vive quizas algin derivado del bactoprenocl
cause un efecto similar, aunque también podria deberse a mecanismos mas complejos como fa

desacilacion del inhibidor. La autolisina, una vez liberada de su inhibidor, produciria primero
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cortes en la pared celular con la consiguiente pérdida de viabilidad (efecto bactericida) y después
seguiria una mas extensa degradacién de la mureina con la correspondiente desintegracion fisica
de la bacteria (efecto bacteriolitico). Aunque es la concentracion de antibiético la que condiciona
la rapidez en el comienzo de la lisis celular, 1a velocidad a la cual se produce esta lisis depende de la
concentracion de autolisina y de la velocidad de multiplicacidn del cultivo en el momento previo a
la adicion del antibidtico (Tomasz, 1979). En este modelo no se conoce con exactitud por qué la
inhibicién de la sintesis de mureina origina un blogqueo en la muitiplicacién celular, aunque se
especula con la posibilidad de que un producto intermediario acthe como seiial bioqufﬁ‘wica
reguladora entre biosintesis de pared y producto citoplasmético. Entre las posibles sefiales’
reguladoras se han citado aquéllas que se acumulan en algunas bacterias tratadas con penicilina,
tales como el bactoprenol unido a mureina o nuclebtidos del tipo ppGpp (Tomasz, 1979).

Varios datos experimentales apoyan ¢l modelo del triggering. Asi, cuando se tratan
neumococos Lyt™ con penicilina u otros antibibticos B-lactamicos se observa que la bacteria
contin(a sintetizando durante algin tiempo Acidos teicoicos y lipoteicoicos, pero éstos en lugar
de incorporarse a la pared se secretan al medio (Tomasz y Waks, 1975; Horne y cols., 1977;
Waks y Tomasz, 1978; Hakenbeck y cols., 1978). Esta respuesta se caracteriza por lo siguiente:

i) Se produce sblo por inhibidores de la sintesis de pared. El cloranfenicol, la rifampicina y
la mitomicina C no originan esta respuesta.

i) La cinética y el aicance de la liberacidn al medio de estos polimeros es proporcional a la
dosis de antibidtico utilizada y comienza inmediatamente después del tratamiento con éste,
incluso antes de que se aprecie inhibicién en el crecimiento.

ili) La secrecion se restringe a los acidos teicoicos y lipoteicoicos, tanto ya sintetizados
como de nueva sintesis, y a los lipidos de membrana. En otras bacterias también se secreta
material capsular, lipopolisacaridos y algunas proteinas de membrana.

iv) La liberacidn se suprime mediante el empleo de inhibidores de fa sintesiS de proteinas,
lo que parece implicar un proceso activo de secrecibn que no puede detenerse por
estabilizadores osméticos y que no requiere actividad autolitica.

v) Es un proceso reversible. Tras la eliminacion del antibibtico, el cultivo reanuda el
crecimiento y cesa la secrecion.

Dado que la secrecion de estos componentes es proporcional al grado de inhibicién de la
biosintesis del peptidoglicano, se considera que éste actlia proporcionando lugares de interaccidn
tanto para otros polimeros de pared como para elementos lipidicos de membrana. Cuando no se
sintetizan esos lugares de interaccibn en el peptidoglicano el exceso de los restantes

componentes de superficie se secreta al medio de cultivo (Horne y cols., 1977).
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En este contexto, también se ha descrito que la liberacidn en neumococo de la progenie
del fago Dp-I (Ronda-Lain y cols., 1977), asi como la autolisis de los cultivos al final de la fase
estacionaria de crecimiento (Waks y Tomasz, 1978), estan asimismo precedidas por la secrecién
del inhibidor de la autolisina (4cido lipoteicoico) al medio de cultivo, lo que dejaria a la enzima sin

control y en disposicion de provocar la lisis celular.

2.2.6.1. Tolerancia antibibtica,

Cuando una cepa bacteriana responde al tratamiento con un antibidtico que actia sobre la
pared celular sin variar su'MIC pero cambiando la respuesta bactericida (que también puede ser
bacteriolitica) en bacteriostatica (lenta pérdida de viabilidad y ausencia de lisis celular), se dice que
esa cepa presenta el fendmeno de la tolerancia antibibtica. Este fenbmeno fue descrito por
primera vez en experimentos realizados in vitro con mutantes Lyt™ de S. pneumonice (Tomasz y
cols., 1970). Las primeras observaciones clinicas de la tolerancia no aparecieron hasta 1977, y se
realizaron en estirpes de . gureus que originaban infecciones persistentes (Sabath y cols., 1977).
En la actualidad son ya mas de 20 las especies en las que se ha descrito una respuesta tolerante y
el aislamiento de estafilococos y estreptococos tolerantes a partir de infecciones recurrentes es
un hecho cada vez mas frecuente (Handwerger y Tomasz, 1985). La respuesta de las bacterias a
antibidticos tipicamente bacteriostiticos (cloranfenicol, eritromicina, etc.) no puede
considerarse como un fenémeno de tolerancia, asi como tampoco el caracter de resistencia
antibidtica que se detecta en muchos aislados clinicos, si bien es frecuente la existencia de cepas
que son resistentes y tolerantes al mismo tiempo. A veces los mutantes tolerantes lo son frente
a unos inhibidores de la sintesis pared pero no frente a otros (Harkness e Ishiguro, 1983).

En la actualidad hay muchos datos que sugieren que la presion hospitalaria generada por
tratamientos prolongados con antibioticos estd en la base de la seleccidon de cepas tolerantes,
aunque la importancia clinica de la tolerancia todavia no se ha podido evaluar. Asi, algunas cepas
de S. sanguis que presentan tolerancia a la penicilina in vitro pueden morir rapidamente al
suplementar el medio de cultivo con lisozima humana, Se ha observado también que las bacterias
tolerantes a un antibidtico en presencia del mismo son mis facilmente fagocitadas, lo que explica
que la mayoria de las infecciones de las que se han aislado cepas tolerantes de neumococo no
sean ficilmente accesibles al sistema inmune. Por {ltimo, el efecto antibacteriano de los
antibiéticos B-lactdmicos no se reduce a su actividad bactericida sino que la secrecién de
adhesinas, como el acido lipoteicoico de neumococo, también juega un papel importante y dicha
secrecion se produce tanto en cepas tolerantes como en cepas no tolerantes (Tuomanen y cols.,
1986). -
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La tolerancia puede deberse a causas genéticas (tolerancia genética) o a las condiciones de
crecimiento de la bacteria (tolerancia fenotipica). Los tolerantes genéticos mis frecuentes son
aquéllos defectivos en su sistema autolitico, es decir, los mutantes Lyt™. En este caso la tolerancia
puede ser revertida por la reactivacion del sistema autolitico, lo que demuestra que los
antibidticos son capaces de alcanzar su diana celular habitual. Los mutantes tolerantes Lyt™ de
neumococo a los que se afade amidasa obtenida de la estirpe salvaje (curacién fenotipica) se
vuelven susceptibles a la lisis por penicilina (Tomasz y Waks, 1975). Sin embargo, ya se han
aislado en clinica mutantes tolerantes de neumococo (Liu y Tomasz, 1985) y de estafilococo
(Tuomanen y cols., 1986) que contienen niveles de autolisina préximos a los de la cepa salvaje,
una situacion andloga a la descrita para algunas cepas de laboratorio de S. pneumoniae (Williamson
y Tomasz, 1980). Este hecho ha sugerido la existencia en neumococo de un mecanismo
controlado por un gen denominado preliminarmente tol y posteriormente cid (Moreillon y
Tomasz, 1988), que puede separarse por transformacién genética del gen IytA (codifica para la
amidasa autolitica) y del caricter de resistencia antibiética. Los mutantes en los que esti presente
el alelo tol* [fenotipo TOL*, RAP (Moreillon y Tomasz, 1988) o CID’| exhiben tasas
notablemente reducidas de muerte celular aln en presencia de niveles elevados de autolisina. El
empleo de mutantes en el gen jytA (fenotipo Lyt’) en los cuales se ha introducido por
transformacién genética el alelo to/ ™ y el gen lytA en un plasmido multicopia ha llevado a postular
que el gen tol estaria implicado, a través de un mecanismo aln desconocido, en el control de las
dos enzimas autoliticas de neumococo, cuya actividad cooperativa estaria directamente
involucrada en los efectos bactericidas causados por la penicilina (Lépez y cols., 1990 a).
Recientemente, Moreillon y cols. (1990) han postulado que en las células de neumococo
expuestas a la penicilina la amidasa autolitica es responsable de una disminucién de tan sdlo una
unidad logaritmica en el titulo de viables, las restantes 3 & 4 unidades logaritmicas perdidas son
debidas a un mecanismo independiente de la amidasa.

Se han descrito distintos factores que, sin interferir con el crecimiento bacteriano, pueden
dar origen a una respuesta tolerante (tolerancia fenotipica), entre éstos destacan la composicién
y pH del medio de cultivo, asi ‘como también el tamafio del inbculo (Lépez y cols., 1976;
Venglarcik y cols., 1983). En neumococo la sustitucién de la colina por su anilogo etanolamina
provoca la aparicién de células tolerantes a la penicilina; al afadir colina de nuevo, el sistema
autolitico se reactiva y la cepa se lisa. Cuando el pH del medio no permite la actuacidon de la
autolisina la cepa se hace tolerante, pero si se vuelve al pH &ptimo, se restaura la respuesta
bactericida. No obstante, el efecto del pH también puede deberse a cambios en la pared celular
(Moreilion y Tomasz, 1988) o a cambios en los fosfolipidos de la membrana que hagan a ésta mis

resistente a la lisis (Lopez y cols., 1976).



23

Las bacterias con tasa de crecimiento baja o casl nula (dormant) fueron descritas muy
tempranamente en la literatura (Hobby y cols., [942) aunque su definicibn como tolerantes
fenotipicos es muy reciente (Tuomanen y cols., 1986). Este tipo de tolerancia es el de mayor
importancia in vivo ya que se da virtuaimente en todas las especies bacterianas. Las bacterias en
estado durmiente resisten indefinidamente la presencia de antibidticos y representan un
reservorio de patdgenos viables capaces de mantener la infeccion. Este tipo de tolerancia es la
base del método de seleccidbn de mutantes auxdtrofos. Recientemente se han descubierto
antibiéticos (imipenem, nocardicina, etc.) capaces incluso de lisar células que no estin en
crecimiento siempre que presenten su sistema autolitico intacto (Tuomanen, 1986; Tuomanen y
cols., 1986).

2.3. Enzimas liticas de bacteridéfagos.

Muchos bacteridfagos poseen genes que codifican para enzimas liticas que degradan la pared
celular de la bacteria huésped al final de cada ciclo litico. Desde el punto de vista bioquimico estas
enzimas se pueden clasificar en alguno de los grupos descritos anteriormente (apartado 2.1.)
atendiendo al enlace que hidrolizan. Las enzimas fagicas que participan en la lisis de bacterias
Gram-negativas se han estudiado con mayor detalle, Por el contrario, se posee poca
informacién sobre las caracteristicas bioquimicas de las enzimas fagicas que intervienen en la lisis
inducida por fagos en el caso de las bacterias Gram-positivas. Asi, hasta el momento s6lo se ha
determinado la secuencia de nucleétidos de las muramidasas de los fagos $29 (Garvey y cols.,
1986), PZA (Paces y cols., 1986) y SF6 (Verma, 1986) que infectan a B. subtilis;, de la lisina del
fago #vML3 que infecta a Lactococcus lactis (Shearman y cols., 1989); de la endolisina del fago
mvl que infecta a Lactobacillus bulgaricus (Boizet y cols., 1990); y de las de tres muramidasas
(CPLI, CPL7 y CPL9) y una amidasa (HBL) codificadas por los fagos Cp-1, Cp-7, Cp-9 y HB-3,
respectivamente, que infectan a S. pneumonige (Garcia y cols., 1988 a; Garcia y cols., 1990;
Romero y cols., 1990 b).

Como se ha sefialado anteriormente, estas enzimas liticas son las responsables de la
destruccidn de la pared bacteriana al final del ciclo infectivo, lo que permite la liberacidn de la
descendencia fagica. No obstante, se ha comprobado que a veces las enzimas liticas intervienen
en las etapas iniciales de la infeccién como es el caso del fago $6 de Pseudomonas phaseolicola, en
el que se ha identificado una proteina estructural de la particula fagica que facilita el paso del
RNA figico a través de la pared bacteriana pero que no interviene en el proceso de la lisis celular
(Mindich y Lehman, 1979). Otras veces las enzimas liticas intervienen en procesos de maduracién

de las particulas fagicas, como ocurre por ejemplo con la lisina del fago $vML3 (Shearman y cols.,
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1989). La mayor parte de las enzimas liticas figicas son solubles y no estdn asociadas a las
particulas viricas, aungue hay excepciones como la del caso citado anteriormente del fago &6, y
las relativas a las lisinas de los fagos A-25 (Hill y Wannamaker, 1981) y C-1 {Wheeler y cols.,

1 980) que infectan a estreptococos de los grupos A y C respectivamente,
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3. TRANSLOCACION DE PROTEINAS EN PROCARIOTAS.

3.1. Consideraciones generales.

Un factor fundamental en la aparicidon y evolucién de las células fue la capacidad para
desarrollar una envoltura membranosa que permitiese reacciones de polimerizacion sin pérdida de
los productos resultantes al medio externo. Las membranas de las células actuales retienen la
propiedad de permeabilidad selectiva a ciertas moléculas que, o bien son transportadas
pasivamente a favor de gradientes de concentracién, o bien requieren de un procesc de
transporte activo con consumo de energia e interaccién con una ¢ mas proteinas de membrana.
De aqui que la evolucidn de los sistemas de translocacion celular haya ido pareja a la capacidad de
integrar proteinas en las membranas y compartimentos extracitoplasmicos. Como estas
proteinas se sintetizan en el citoplasma se necesita un mecanismo de translocacién proteica que
les permita alcanzar su localizacidn periférica y que sea lo suficientemente especifico como para

que cada proteina ocupe una determinada localizacion en la céluia (Pugsley y Schwartz, |985).

3.2. Localizacidn proteica en la envoltura bacteriana.

Una caracteristica distintiva entre los dos grandes grupos de eubacterias es la presencia
(Gram-negativas) o la ausencia (Gram-positivas) de una segunda membrana (membrana externa)
que rodea a la membrana plasmatica. Los posibles lugares de localizacion de las proteinas en la
envoltura bacteriana son la membrana plasmatica, el periplasma y la pared celular, para las
bacterias Gram-positivas; afadiéndose la membrana externa en el caso de bacterias Gram-
negativas.

La membrana plasmatica contiene unas 300 proteinas distintas involucradas en funciones tan
diversas como el transporte de electrones, la toma de nutrientes, la respiracion y la biogénesis de
membranas. La membrana externa de las bacterias Gram-negativas contiene unas 50 proteinas
diferentes involucradas en la toma de nutrientes, el metabolismo lipidico, el mantenimiento de la
integridad de la pared celular y muchas participan también como receptores de fagos y colicinas.
El espacio existente entre las membranas interna y externa estd ocupado por la pared celular y un
gel que recibe el nombre de periplasma o espacio periplasmico y que contiene unas 100 proteinas
diferentes involucradas en la toma de nutrientes y en procesos catabdlicos (Pugsley y Schwartz,
1985).
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3.3, Hipoétesis de la secuencia sedial.

En las bacterias las proteinas periplismicas y de membrana externa, asi como algunas
proteinas de la membrana interna, son sintetizadas en el citoplasma como precursores de corta
vida media que contienen una secuencia N-terminal que no se encuentra en la proteina madura y
que recibe el nombre de secuencia sefial o péptido sefial. Los péptidos sefial de proteinas
procarioticas son similares a los descritos para protefnas virales y para proteinas del reticulo
endoplasmico (RE) de células eucaribticas (Oliver, 1985).

Blobe! y Dobberstein (1975) postularon la hipbtesis sefial en base a estudios in vitro sobre la
transtocaciéon de proteinas en el RE de las células eucaridticas. En resumen, y a la luz de los
conocimientos actuales (Briggs y Gierasch, 1986; Saier y cols., 1989; Hurtey, 1990), esta
hipotesis propugna que una vez sintetizados los 80 primeros aminodcidos de la proteina que va a
ser a translocada el péptido sefal ya traducido es capaz de interaccionar con la particula de
reconocimiento del péptido sefial (SRP), un complejo formado por 6 polipéptidos y un RNA de
300 nucledtidos, lo que ocasiona una parada en fa traduccién. El complejo RNA mensajero-
ribosoma-péptido naciente-SRP se dirige hacia la membrana del RE en donde interﬁcciona con un
receptor (proteina docking) produciéndose la reanudacion de la sintesis proteica. Qtras proteinas
del RE (riboforinas) unen el ribosoma a la membrana del RE; al mismo tiempo el péptido sefal
interacciona con una glicoproteina transmembrana que actla como receptor de secuencias sefial
(SSR). Por Ultimo, una 0 mas proteinas de membrana forman un poro a través de la bicapa y se
produce la translocacién cotraduccional del precursor en un proceso que consume ATP. Durante
o después de la translocaciéon una proteasa (peptidasa sefial) escinde el péptido sefial y la proteina
madura resultante ya puede adquirir su conformacion nativa; el péptido sefial es después digerido

por una peptidasa especifica.

3.4, El péptido seial.

3.4.1. Caracteristicas generales.

Un péptido sedal tipico tiene una longitud que varia entre I5 y 30 aminoicidos y estd
formado por un core hidrofébico (de 8 a 14 aminoicidos por término medio), una regién pre-core
(region N-terminal hidrofilica que precede al core), una regién post-core (regién C-terminal), y un
lugar de ruptura, a continuacion de la region post-core (Figura 5 A) (Briggs y Gierasch, 1986).

El limite miximo de longitud para el péptido sefial todavia no se conoce con certeza. Entre

las secuencias sefial de proteinas procaribticas, en general mas largas que las de proteinas
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Figura 5. Secrecién de proteinas en E. coli.

Panel A, Representacidn esquemética del pétido sefal. P.S., representa el sitio de procesamiento
del péptido sefal por la peptidasa sefial. A- X- B, representan los aminoacidos que ocupan las
posiciones -3 y -1 de la proteina precursora (Periman y Halvorson, 1983). + +, significa que la
carga neta positiva mas frecuente en la regidn N-terminal de los péptidos sefial de procariotas es

+2.
Pane| B. Modelo para la translocacién de proteinas en E. coli.

En este modelo se representa la translocacion de la proteina proOmpA de E. cofi a través de la
membrana plasmética. T.F., indica el factor trigger. SecA y PrlA/SecY son otras proteinas

involucradas en el proceso. Tomado de Lill y cols. (1989).
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eucarioticas, las pertenecientes a bacterias Gram-positivas son las de mayor longitud (hasta 44
aminodcidos); si bien las mayores secuencias sefial se han descrito para glicoproteinas de la
envoltura viral. El nimere minimo de aminoacidos que forman parte de un péptido sefial parece
ser de |3 (Oliver, 1985; Briggs y Gierasch, 1986). |

3.4.2. Region Pre-core (N-terminal).

El limite entre [a regién pre-core y la regidn del core lo marca el (ltimo residuc cargado, el
Ultimo residuo polar de gran tamafio, o bien el dltimo par de residuos polares de pequeiio
tamafio. La principal caracteristica de esta regidn es su carga neta positiva (generalmente +2),
aunque a veces la presencia de algin aminoacido acido reduce este valor. Se ha sugerido que la
funcidn de esta regién seria la de interaccionar electrostiticamente con la carga negativa de los
fosfolipidos de la cara interna de la membrana, el paso inicial para la translocacion del precursor

(Briggs y Gierasch, 1986).

3.4.3. Region del core hidrofébico.

Su principal caracteristica es la hidrofobicidad. El final de esta regién viene marcado por la
presencia de residuos capaces de romper una a-hélice o una B-lamina y formar un giro B, o sea,
aminodcidos del tipo de la serina, glicina, prolina, asparagina y tirosina. Es de destacar la baja
proporcidn de pares alanina-alanina. Se han propuesto dos posibles funciones para esta region,
una seria interaccionar especificamente con las proteinas que reconocen el péptido seal (lo que
no estd muy de acuerdo con el hecho de que el core presente gran heterogeneidad en la
secuencia de aminoacidos de unos péptidos sefal a otros), la otra seria insertarse en la bicapa
lipidica dada su gran hidrofobicidad. Esta segunda funcién parece ser la mas plausible (Oliver,
1 985; Briggs y Gierasch, {986).

Las secuencias de anclaje a membrana, caracteristicas de las proteinas integrales de
membrana, presentan también una regidén de aminoacidos hidrofobicos consecutivos pero ésta
suele tener alrededor de 25 residuos en vez de los |2 que normalmente caracterizan al core
hidrofobico de los péptidos sefial. Las secuencias de anclaje suelen localizarse hacia la region C-
terminal de la proteina y se disponen en la membrana con una "orientacién-cabeza" (su extremo
C-terminal hacia el citoplasma), en contraposicidn a la "orientacidn-cola” del péptido sefial
(extremo N-terminal hacia el citoplasma} (Wickner y Lodish, 1985).

Una serie de estudios genéticos han puesto de manifiesto que deleciones en la regidn del core

pueden resultar en una pérdida de la capacidad de translocacidén de la proteina en cuestioén. Lo
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que todavia no se conoce bien es si el defecto se debe a un cambio conformacional de esta
regién o a un cambio en su longitud o hidrofobicidad general (Oliver, 1985; Briggs y Gierasch,
1986).

3.4.4. Regidn post-core (C-terminal).

Los Gltimos residuos de la secuencia sefial, generalmente 6 en proteinas procaridticas, son
mis polares que los de la regién del core y definen la regidn post-core al final de la cual se localiza
el lugar de ruptura por la peptidasa sefial. Esta regidn presenta menor variabilidad que las dos
regiones anteriores, tanto en longitud como en secuencia de aminodcidos. Los residuos de
seriﬁa, prolina y glicina son muy frecuentes en esta regién por lo que tiende -a adoptar una
estructura secundaria del tipo giro B que facilite el acceso de la peptidasa seiial al lugar de ruptura
(Briggs y Gierasch, 1986).

3.4.5. Lugar de ruptura.

Viene definido por los tres Gltimos aminoacidos del péptido sefial y cumple la regla "A-X-B"
5 "-3,-1" (Periman y Halvorson, 1983), segln la cual los aminoacidos que ocupan las posiciones
-3y -1 (siendo + | el primer aminoacido de ia proteina madura) deben presentar cadenas laterales .
pequefias y sin carga, capaces de permitir la interaccidn con la peptidasa sefial; el aminoacido mas
frecuente de esta region es la alanina. A veces ocurre la ruptura en dos lugares distintos del
péptido seial que, por supuesto, cumplen la regia -3,-1, lo que ocasiona heterogeneidad N-
terminal en las proteinas maduras. También se conocen mutaciones en el péptido sefal que
permiten la translocacién del precursor pero no su procesamiento, demastrando al’ mismo

tiempo que se trata de dos procesos distintos (Briggs y Gierasch, 1986).

3.4.6. Predicciones sobre la conformacién del péptido sedal.

Parece obvio que la seéuencia sefial deberd estar sometida a toda una serie cambios
conformacionales que le permitan realizar todas las funciones que se le han asignado, tales como
el reconocimiento de proteinas, la interaccion con membranas y componentes de éstas, permitir
la translocacidn del precursor y presentar especificidad de corte para la peptidasa sefial.

Si se aplican las predicciones de Chou-Fasman (1978) la conformacién secundaria mas
probable para el core hidrofdbico es la de a-hélice o a de B-lamina, las mismas conformaciones que

se encuentran en el interior hidrofdbico de las proteinas globulares ya que permiten la formacién
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de puentes de hidrogeno internos que estabilizan la estructura. Aunque todavia no se conoce con
certeza el espesor de la bicapa lipidica en el lugar de la insercion del core, hay datos estructurales
que sugieren un adelgazamiento diferencial en esta zona por un cambio en la orientacidn de las
colas de los fosfolipidos. Actualmente se piensa que la unibn electrostatica del péptido sefal a la
membrana, mediante interaccidn .entre las cargas positivas de la region pre-core y las cargas
negativas de los fosfolipidos, induce en aquél una conformacién en B-ldmina que se transforma en
a-hélice cuando se produce su insercion en la bicapa. Mutaciones que alteren la conformacién del
core hidrofdbico tienen importantes efectos negativos en la funcién del péptido sefal. La region
post-core adopta una conformacién de giro B y alteraciones que impidan tal conformacién
también impiden el procesamiento del péptido sefial. La region pre-core no parece tener ninguna
conformacion de preferencia (Pugsley y Schwartz, 1985; Briggs y Gierasch, 1986).

Se han realizado estudios biofisicos e inmunoldgicos sobre el péptido sefial y sus posibles
conformaciones que sugieren para éste una localizacion en la superficie proteica, y que revelan la
existencia de grandes similitudes entre las conformaciones de las secuencias sefial y de las
regiones de unién a la bicapa lipidica de las proteinas integrales de membrana (Briggs y Gierasch,
1986).

3.5, Otras secuencias de seiializacion para la insercién y translocacion de proteinas a
través de membranas.

Toda proteina que vaya a ser translocada a través de la membrana necesitard una sefial que le
permita ser reconocida por el sistema de translocacion y que la transloque. Aunque el péptido
sefial fue la primera secuencia de sefializacién conocida y la mis estudiada, en la actualidad se
conocen otras estructuras proteicas que también cumplen esa funcion: la secuencia sefial
anfipatica y la secuencia de anclaje a membrana (Saier y cols., 1989).

Las secuencias sefal anfipaticas fueron descritas primeramente para proteinas mitocondriales
perc ya se han encontrado también en proteinas de bacterias (en las permeasas de az(cares
localizadas en la membrana plasmatica, en la proteina de la cubierta del fago Pf3 y en bacterio- y
halo-rodopsinas de arqueobacterias). Se trata de estructuras secundarias en a-hélice con los
residuos hidrofébicos agrupados en una cara de la hélice y los residuos hidrofilicos agrupados en la
otra, suelen ir seguidas de Iaminoécidos que rompen la estructura de a-hélice tales éomo la glicina,
prolina y/o cisteina. Al igual que ocurria con los péptidos seiial, no presentan secuencia consenso.
Normalmente se localizan en posicibn N-terminal de la molécula, pero también se han
encontrado como secuencias sefal internas, o incluso en posicion C-terminal de la molécula,

como ocurre con la hemolisina de E. cofi (Koronakis y cols., 1989). Aunque para la mayoria de
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las proteinas mitocondriales la hélice anfipatica no se procesa, en las proteinas de procariotas no
sucede asf (Saier y cols., 1989).

Las secuencias de anclaje a membrana o secuencias stop son secuencias hidrofobicas no
procesables que se localizan en las proteinas integrales de membrana y que cuando se insertan en
la bicapa lipidica anclan la proteina a ésta. Cuando el péptido sefial no sufre procesamiento
(proceso que depende en gran medida de constricciones estructurales impuestas por las regiones
flanqueantes de la proteina) mantiene al precursor anclado a la membrana y funciona entonces
como una secuencia de anclaje. De hecho, las proteinas integrales de membrana que poseen
varios segmentos transmembrana presentan una alternancia de secuencias sefial no procesables
(péptido sefal o hélice anfipatica) y secuencias de anclaje. Asi, se ha sugerido que la peptidasa
sefial habria surgido en el transcurso de la evolucion para permitir que algunas proteinas ancladas a
la membrana alcanzasen el espacio periplasmico (Pugsley y Schwartz, 1985; Saier y cols., 1989).

La carga neta que presentan las regiones flanqueantes de las secuencias de sefializacién infiuye
mucho en la orientacién de dicha secuencia en la membrana de la célula. Las proteinas
transmembrana con segmentos hidrofilicos en ambientes acuosos presentan un acGmulo de
cargas positivas en los segmentos que se localizan en el citoplasma, mientras que en los
segmentos expuestos al periplasma hay un predominio de cargas negativas. Andlogamente, la
regidn del péptido sefal con carga neta positiva (regidn pre-core) se retiene en la cara citoplasmica
de la membrana, mientras que la regién post-core cargada negativamente (o al menos sin cargas
positivas) se transloca a la cara peripldsmica; entre ambas regiones se localiza |2 region apolar que
es la que se integra en la membrana (Saier y cols., 1989).

Las proteinas del periplasma y la membrana externa poseen un péptido sefial N-terminal
procesable, sin embargo, la mayorfa de {as proteinas integrales de la membrana plasmatica o llevan
un péptido seial N-terminal que no se procesa o carecen de toda estructura que recuerde a un
péptido sefial, en este Ultimo caso algunas proteinas presentan una hélice anfipatica como sefal
para la insercidn en la membrana. Hay otros casos, como por ejemplo el de la nitrato reductasa,
en los que el mecanismo de insercion en la membrana se debe a una modificacion post-
traduccional, posiblemente la unidn de acidos grasos (Pugsley y Schwartz, 1985; Saier y cols.,
1989).

Se ha descrito también la existencia de secuencias sefial internas que permiten la secrecién de
la proteina al periplasma, el caso mas estudiado es el de la ovoalblmina (Pugsley y Schwartz,
1985); otros casos conocidos hacen referencia a péptidos sefial internos construidos
artificialmente mediante la fusién de una secuencia que no funciona como péptido sefial al péptido

sefial N-terminal de otra proteina (Briggs y Gierasch, 1986).
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Hay toda una serie de proteinas bacterianas que se secretan al medio de cultivo,
bacteriocinas, hemolisinas, proteasas, etc., y que requieren complejos mecanismos de
translocacion que involucran a otras proteinas especificas para tal mecanismo, en estos €asos
tampoco se detecta la existencia de un péptido sefial en dichas proteinas (Holland y cols., 1986;
de Graaf y Oudega, 1986).

Un caso andmalo de secrecién en procariotas es la "pseudosecrecion” de la cloranfenicol-
acetil-transferasa de E. coli en B. subtilis (Le Grice y cols., 1987) y la secrecion de la proteina §

de Myxococcus xanthus (Pugsley y Schwartz, | 985).

3.6. Importancia de la proteina madura en el proceso de translocacion,
Aunque al principio se creia que toda la informacidn para la translocacién de la proteina

residia en el péptido sefial, hoy se sabe que ciertas regiones de la proteina madura son también
importantes para este proceso. Estas regiones pueden funcionar como secuencias de anclaje a
membranas, como sefales internas de localizacibn en membrana plasmatica, periplasma o
membrana externa, o con-'no seﬁuencias necesarias para interaccionar con e’I péptidd §eﬁal N-‘
terminal y originar asi una conformacién en el precursor susceptible de translocacion (Briggs y
Gierasch, 1986). '

Sin embargo, las sefales para una correcta localizacién de la proteina no tienen por que
residir exclusivamente en la secuencia primaria del polipéptido, la modificacién post-traduccional,
como por ejemplo la unidn de acidos grasos a la cisteina N-terminal de las lipoproteinas o los
lisilaldehidos de las porinas de membrana externa, es otro mecanismo que contribuye en gran

medida a la localizacidn proteica (Pugsley y Schwartz, 1985).

3.7. Proteinas implicadas en el mecanismo de translocacion de E. coli.

3.7.1. Peptidasa seiial y peptidasa de péptidos sefal.

La peptidasa sefial es la enzima encargada de escindir (procesar) el péptido sefal del resto
de la proteina. Es una endoproteasa que reconoce la estructura secundaria en giro 3 de la regién
post-core del péptido sefial. En E. coli se han descrito al menos dos enzimas diferentes, ambas son
proteinas integrales de la membrana plasmatica con sus centros cataliticos en la cara periplasmica
de la bicapa lipidica. El procesamiento del! péptido sefial puede ser importante para una buena
translocacion, para activar la proteina madura y/o para permitir la oligomerizacién de proteinas

que requieren este proceso (Pugsley y Schwartz, 1985; Briggs y Gierasch, 1986).



33

Para digerir el péptido sefial que ha sido procesado E. coli posee las peptidasas de péptidos
sefial: la proteasa {V de la membrana interna y dos proteasas citoplasmicas (Briggs y Gierasch,
1986).

3.7.2. SecB, Factor trigger y GroEL.

Las tres son proteinas solubles que se unen al precursor proteico que va a ser translocado
para ponerlo en contacto con la maquinaria de secrecién de la membrana plasmatica e impedir su
plegamiento en la conformacién nativa no susceptible de translocacion. Recientemente se ha
determinado que SecB es también un componente del factor citoplasmico 12 S de E. coli, factor
que provoca una parada en la sintesis de la protefné de modo analogo a como funciona el SRP de
los eucariotas (apartado 3.3.). A este respecto, RNAs homblogos al que se encuentra formando
parte del SRP eucaribtico se han identificado ya en bacterias y arqueobacterias (Saier y cols.,
1989).

3.7.3, SecA y SecY,

La proteina SecA es una proteina periférica de membrana localizada en la cara interna de la
membrana plasmatica. Interviene en el procesamiento, secrecidn y/o insercién en la membrana
de casi todas las proteinas de la célula. Presenta actividad ATPasica y parece ser la responsable de
acoplar la hidrélisis del ATP al mecanismo de translocacién (Saier y cols., 1989; Lill y cois.,
1989).

SecY o PrlA es una proteina integral de la membrana plasmética, por lo que presenta gran
hidrofobicidad. Interacciona con SecA y con la secuencia seffal de las proteinas que se translocan.
Es una proteina indispensable para la translocacidn y se cree que su funcion es [a de formar un
poro proteico en el ambiente hidrofébico de la bicapa lipidica (Saier y cols., 1989; Hurtley,
1990).

3.7.4. SecD, SecE y PriC.

SecD y SecE son proteinas integrales de membrana cuya funcidén todavia no se conoce con
certeza. Por el contrario, PriC no es una proteina esencial para la translocacién y parece

intervenir en una ruta de secrecion alternativa (Saier y cols., 1989).
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3.7.5. Mutantes Lky.

Aunque no se trate de un componente del aparato de secrecion de E. coli es importante
mencionar aqui la existencia de los mutantes Lky de E. coli K-12, ya que es de gran interés
biotecnoldgico el empleo de cepas que permiten la secrecién al medio de cultivo del producto
clonado. En estos mutantes se incrementa notablemente la permeabilidad de la membrana
externa sin que ello suponga una disminucidn apreciable de la viabilidad celular. La causa de ese
incremento en la permeabilidad es la pérdida en el contenido de lipoproteina (mutantes Ipp), o el
cambio en la composicion y contenido en lipopolisacarido (mutantes tolA, tolB y rfa); y su
consecuencia es la liberacidn de algunas proteinas peripldsmicas al medio de cultivo. Sin embargo,
la barrera de permeabilidad de la membrana externa no desaparece por completo pues los
mutantes no liberan proteinas periplasmicas indiscriminadamente (Pugsley y Schwartz, 1985;

Fognini-Lefebvre y cols., 1987).

3.8. Translocacidn de proteinas en bacterias Gram-positivas.

La translocacion de proteinas en B, subtilis, dejando al margen la secrecidn de proteinas al
medio de cultivo, parece ser similar a la descrita para E. coli, de nuevo fundamentada en la
existencia de un péptido sefial. Caulfield y cols. (1985) han identificado en el citoplasma de B.
subtilis una particula formada por 4 proteinas que interviene en la translocacion proteica y que
seria equivalente al SRP de eucariotas, se le ha llamado complejo S. En S. agureus.también se ha
descrito un complejo similar ( Saier y cols., 1989).

En B. subtilis también se conocen mutantes de translocacion que podrian ser similares a los
descritos para E. coli. Los mejor caracterizados hasta la fecha son los Sec’, los sacU y los sacQ

(Pugsley y Schwartz, 1985).

3.9. Modelos de translocacion proteica.

Actualmente existen varios modelos para explicar la translocacién proteica en procariotas
(Briggs y Gierasch, 1986). En todos ellos los tres aspectos clave son: la naturaleza del lugar de
translocacidén, e! acoplamiento o no de la translocaciébn con la sintesis proteica, y la fuente
energética para [a translocacion.

A la luz de los conocimientos actuales es muy probable que el complejo de translocacion
proteica en la membrana esté formado tanto por lipidos como por proteinas. En el reticulo

endoplasmico de las células eucaridticas la translocacién proteica es mayoritariamente
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cotraduccional aunque ya se conocen algunos casos de translocacibn post-traduccional; en
bacterias las proteinas se pueden translocar bien cotraduccionalmente bien post-
traduccionalmente o de las dos formas. Pero aln en el caso de que la translocacion sea
cotraduccional, sélo comienza cuando la proteina se ha sintetizado en un porcentaje elevado de
su longitud total, es decir, que dominios enteros pueden translocarse después de su sintesis en un
sistema de translocacién cotraduccional. El procesamiento del péptido seial puede ser también
cotraduccional y/o post-traduccional. En cualquier caso, los resuitados de que se dispone parecen
indicar que existen mecanismos alternativos de translocacién dependiendo del organismo con el
que se trabaje, de la proteina en estudio, y del procedimiento experimental utilizado. Tanto en
procariotas como en eucariotas es necesaria una fuente energética para que la translocacion
pueda tener lugar, y en ambos casos es el ATP esa fuente energética, si bien en procariotas la
fuerza motora de protones también parece desempediar un importante papel, por lo menos para
ciertas proteinas. Cuando el proceso es cotraduccional la propia elongacion de la cadena
polipeptidica naciente en los ribosomas puede ayudar a la transiocacién y al mantenimiento de una
conformacién desplegada en el precursor (Briggs y Gierasch, 1986; Saier y cols., 1989).

Un modelo grafico que podria resumir lo que se conoce hasta el momento sobre la

translocacion de proteinas a través de membranas en procariotas se presenta en la Figura 5 B,
3.10. Conservacion evolutiva del mecanismo de translocacién.

Dos tipos de datos experimentales apoyan la idea sobre la conservacién evolutiva del
mecanismo de translocacién:

i) La maquinaria de secrecidn bacteriana puede translocar y procesar correctamente
proteinas de origen eucaridtico y viceversa (Saier y cols., 1989).

i) A pesar de la poca similitud en la secuencia de aminoacidos de los péptidos sefial hasta
ahora secuenciados, todos muestran, a grandes rasgos, las mismas caracteristicas estructurales
(apartado 3.4.). Por ello es posible intercambiar el péptido sefial de una proteina por el de otra y
que la translocacidn y el procesamiento no sufran ninguna alteracion. Sin embargo, hay una
restriccidn a este intercambio: las proteinas solubles no pueden localizarse en la membrana por el
mero hecho de fusionarles una secuencia sefial de una proteina de membrana y, reciprocamente,
no se puede localizar una proteina de membrana en un compartimento soluble por el mero hecho
de haberle fusionado un péptido sefial de una proteina soluble, Se podria concluir entonces que la
caracteristica coman y conservada en las secuencfas sefial es su capacidad para interaccionar con
las membranas y realizar sus funciones adoptando diferentes conformaciones segiin el ambiente

molecular en el que se encuentren en cada momento (Briggs y Gierasch, |1986).
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4. ESTUDIOS EN NEUMOCOCO.

4.1, Visién histérica : importancia del neumococo en el desarrollo de la biologia y la
medicina.

La bacteria Streptococcus pneumonidge (neumonoco) se aisld por primera vez en el afio
1881 por los cientificos Sternberg (en los Estados Unidos) y Pasteur (en Francia) de muestras de
saliva humana. Al affo siguiente se identificd este microorganismo como el agente productor de la
neumonia, en un trabajo en el que se describe por primera vez la tincion de Gram para bacterias.
A comienzos de este siglo Neufeld descubri la accidn litica de las sales biliares (desoxicolato)
sobre neumococo (Neufeld, 1900) y la reaccién de hinchamiento capsular (quellung), que se han
convertido en dos de las pruebas de diagnéstico habitualmente utilizadas en clinica para la
identificacion de neumococos. El estudio de la capsula y la pared celular de neumococo ha sido de
gran utilidad para el desarrollo de la inmunologia, ya que ha permitido el analisis de las defensas
celular y humoral contra la infeccion bacteriana asi como la caracterizacion del primer antigeno
polisacaridico (el dcido teicoico de la pared celular de neumococo). También ha sido neumococo
la primera bacteria en la que se ha estudiado la naturaleza enzimatica de la lisis bacteriana (Dubos,
1937). En 1912 Morgenroth y Kaufmann describen en neumococo el primer caso de resistencia
in vivo a una droga antibacteriana, la optoquina (un derivado de fa quinina). Sin embargo, de todas
las aportaciones a la biologia y la medicina derivadas del estudio de neumococo, la de mayor
trascendencia fue la que permitid la explicacién del fenébmeno de transférm;acién genética
(Griffith, 1928) y que culmind con el descubrimiento del DNA como la base de la informacidn
genética en los organismos, descubrimiento que ha sido la piedra angular para el nacimiento y
desarrollo de la Genética Molecular (Avery y cols., 1944). Para una revision de todos los

aspectos mencionados en este apartado ver Austrian (1981).
4,2, Clasificacion.

S. pneumoniae es una especie constituida por bacterias Gram-positivas, de 1,2-1,8 um de
longitud y con 0,5-1 um de didmetro, de forma oval y con la extremidad distal fanceolada (Figura
19 A). Estas bacterias normalmente se presentan en forma diploidea, de ahi el nombre de
Diplococcus pneumonioe con el que se denomind primeramente a esta especie, © COmMo cortas
cadenas, segin las condiciones de crecimiento. Neumococo es un componente  habitual de la

flora bacteriana del tracto respiratorio superior del hombre y la casi totalidad de los aislados

clinicos son formas capsuladas (Tomasz, 1981). Cuando se multiplica en agar-sangre forma
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colonias de aspecto mucoso rodeadas de una zona decolorada de color verdoso {a-hemolisis). En
condiciones anaerobias, sin embargo, puede observarse una zona de B-hemolisis alrededor de las
colenias debida a la accién de la neumolisina.

Las tres pruebas de diagndstico habitualmente utilizadas en clinica para diferenciar a
neumococo de otros estreptococos a-hemoliticos son: i) la solubilidad de neumococo frente a
las sales biliares {(desoxicolato) debida 2 la actuacidn incontrolada de la principal enzima autolitica
de S. pneumonige; ii) la sensibilidad de neumococo frente a la optoquina (el resto de los
estreptococos son resistentes a este derivado de la quinina); i) la reaccion de hinchamiento
capsular (quellung) con antisueros especificos. Para una revisidn reciente de todos estos aspectos
ver Garcia (1990). Sin embargo, cada vez es més frecuente en los anlisis clinicos de identificacion
el uso de sondas de DNA especificas de neumococo (Fenoll y cols., 1990).

Se conocen 83 serotipos de neumococo ‘que, contrariamente a los estreptococos que
son clasificados en base a los antigenos de [a pared celular (clasificacion de Lancefield), se
diferencian por los polisacaridos que constituyen la capsula. Los 83 serotipos se agrupan en 46
grupos, si bien hay serotipos con antigenos comunes y que pertenecen a distintos grupos {Lund y
Henrichsen, 1978). La cepa Ré de S. pneumoniae, una de las cepas rugosas (carentes de cipsula)
mds utilizadas en el laboratorio, pertenece al Tipo Il y deriva de la cepa lisa {capsulada) D39

(Avery cols., 1944). En nuestro laboratorio la cepa Ré es 1a que se emplea como cepa tipo.

4.3. Aspectos estructurales de las envolturas de neumococo.

4.3.1. Membrana plasmatica.

En cortes ultrafinos observados al microscopio electrénico la membrana plasmatica de
neumococo posee la tipica estructura trilamelar, con un espesor aproximado de 7,5 nm (Figura
6) y con una composicion lipidica en la que destacan los glicolipidos, el fosfatidilglicerol, la
cardiolipina y los lipidos neutros (Horne y cols., 1977, Tomasz, 1981). Las proteinas de la
membrana plasmatica de neumococo caracterizadas hasta la fecha estan relacionadas con la unién
de antibidticos B-lactamicos (PBP), asi como implicadas en e} proceso de transformacion genética
(Tomasz, 1981). También se ha sugerido que algunas proteinas codificadas por el operdén ami
(Ailoing y cols., 1990) y la proteina Mal X (Martin y cols., 1989) se localizan en la membrana,

S. pneumonice presenta competencia natural para la transformacidn genética. Esta
competencia es un estado fisioldgico inducidc por una proteina especifica (factor de
competencia) cuya M, es de 8.000-10.000 y que presenta gran abundancia de aminoacidos

cargados positivamente. Esta proteina se detecta en la superficie de las células y en el medio de
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crecimiento cuando los cultivos alcanzan una concentracién celular critica, alrededor de 2,1 x
108 UFC/ml (Tomasz, 1981). En la membrana plasmatica de las células existe una proteina que
funciona como receptor del factor de competencia (Tomasz, 1981). Las protelnas implicadas en
la unién del DNA exdgenc durante el proceso de transformacion genética también se localizan
en la membrana plasmatica de neumococo {Tomasz, 1981), asi como la endonucleasa encargada
de digerir una de las dos hebras del DNA transformante, requisito indispensable para la entrada
de este DNA en la célula (Lacks y Neuberger, 1975; Puyet y cols., 1990).

La membrana plasmatica de neumococo forma con frecuencia complejas invaginaciones
(mesosomas). Cuando las células se crecen en medio hipertdnico de sacarosa se observan al
microscopio electrénico numerosos y estrechos contactos entre la pared celular y la membrana
(Tomasz, 1981). En la cara externa de la membrana plasmatica se localiza el acido lipoteicoico o

antigeno de Forssman (Figura 6) (apartado 4.3.2.3.).

4.3.2, Pared celular.

La pared celular de neumococo estd compuesta del peptidoglicano y de los acidos
teicoicos de pared a él asociados (Tomasz, 1981). Su espesor oscila alrededor de los §14-16 nm,
equivalente a unas 8 capas de peptidoglicano de 2 nm de espesor cada una (Figura 6) (Tomasz,
1981). Unidas a la 'pared celular se localizan una serie de proteinas que se introducen en la ¢cipsula
pero que pueden ser reconocidas por antisueros especificos, lo que sugiere que o bien alcanzan el
exterior celular o que, al menos en ciertas cepas, la capsula es lo suficientemente laxa como para
permitir el paso de los anticuerpos. Un ejemplo de tales proteinas es la denominada proteina A
(PspA) cuya M, es de 84.000 en [a cepa R6 (McDaniel y cols., 1987).

4.3.2.1. El peptidoglicano.

Utilizando técnicas de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para separar los
productos de degradacién enzimitica de las paredes celulares de neumococo, se ha determinado
que aproximadamente el 60%-70% de las lisinas presentes forman parte de enlaces cruzados
entre unidades peptidicas (Laitinen y Tomasz, 1990; Garcia-Bustos y Tomasz, 1990). Las
principales fracciones peptidicas resultantes de la solubilizacién de la pared celular por la amidasa
autolitica de neumococo, y que representan el 77% de los péptidos de pared, son : la fraccién de
mondmeros (3 distintos), la fraccién de dimeros (5 distintos) y la fraccion de trimeros (3
distintos). Todos los residuos a-carboxilo del acido glutamico se encuentran amidados

(isoglutamina) (Figura | A) por lo que no participan en los enlaces peptidicos cruzados entre
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hebras glicinicas, aunque si estabilizan la malla del peptidoglicano mediante la formacidn de
puentes de hidrégeno. El principal péptido monomérico es un tripéptido en lugar del clasico
tetrapéptido, lo que puede ser un reflejo de una alta actividad D,D y D,l-carboxipeptidisica
(Garcia-Bustos y cols., 1987). Se han encontrado dos tipos diferentes de puentes interpeptidicos,
uno de ellos es un puente cruzado alanina-serina o alanina-alanina entre la alanina en posicion 4 de
fa unidad peptidica donadora y la lisina en posiciéon 3 del péptido aceptor (peptidoglicano tipo
A3a); en el segundo tipo el puente interpeptidico se establece a través de un enlace directo
(peptidoglicano tipo Ala) (Figura 3 A) (Garcia-Bustos y cols., 1987; Garcia-Bustos y Tomasz,
1990). Ademds de la alanina, isoglutamina, lisina y serina, en la pared de neumococo se han
encontrado otros dos aminoacidos minoritarios, la glicina y el écidp aspartico (Fiséher y Tomasz,
1985). En mutantes resistentes a penicilina el contenido en alanina se incrementa
considerablemente y con ello la hidrofobicidad general de la ‘trama peptidica, aumentando
también el nimero de enlaces cruzados indirectos (tipo Ada) y la frecuencia de residuos de lisina
que presentan cadenas laterales de alanina-serina o alanina-alanina (Garcia-Bustos y cols., 1988;
Garcia-Bustos y Tomasz, 1990). Sin embargo, el porcentaje global de entaces cruzados es similar
en cepas de neumococo resistentes y susceptibles a la penicilina. La alteracion en la estructura del
peptidoglicano de neumococo cotransforma con el caracter de resistencia a la penicilina (Garcia-
Bustos y cols., 1988, Garcia-Bustos y Tomasz, 1990).

En neumococo el peptidoglicane de nueva sintesis tiene un bajo contenido en enlaces
cruzados (35%), sin embargo en el transcurso de un corto pericdo de tiempo sufre un proceso
de maduracibn que eleva dicho porcentaje al 60%. El proceso de maduracion consiste en
reacciones de transpeptidacién que incorporan disaciridos pentapéptidos de nueva sintesis a los
monomeros peptidicos ya exitentes en la pared. La transpeptidacién requiere un tripéptido como
aceptor y un pentapéptido como donador, resultando en un dimero tri-tetrapéptido que

incrementa el contenido en enlaces cruzados del peptidoglicano (Laitinen y Tomasz, 1990).
4.3.2.2. Los acidos teicoicos.

Los acidos teicoicos de pared (polisacérido C) son un complejo polisacaridico fosforilado,
polirribitolfosfato, que representa el 40%-50% del peso seco de la pared. Aunque la disposicién
espacial de los 4cidos teicoicos no se conoce todavia, es evidente que un porcentaje de ellos se
localiza en la cara externa de la pared celular ya que neumococos intactos se pueden aglutinar
con antisuero frente al polisacarido C y con proteinas del mieloma dirigidas contra los residucs
de colina-fosfato. El polisacirido C también reacciona con la proteina C reactiva {(una B-globulina

del plasma humano) e induce la activacidn de la ruta clasica del sistema del- complemento
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(Tomasz, 1981). Mediante técnicas inmunocitoquimicas se ha podido determinar que los residuos
de icido teicoico son accesibles desde ambos lados de la pared celular (Sorensen y cols., 1988).
La Figura 3 A representa esquematicamante la estructura quimica de la pared celular de
neumococo. Se estima que debe existir, por término medio, una cadena de acido teicoico de

pared por cada tetradisacarido tetrapéptido (Figura 3 A) (Garcia-Bustos y Tomasz, |987).
4.3.2.3. La colina como componente estructural de Iz pared celular de neumococo.

S. pneumonige posee un requerimientc nutricional absoluto por el aminoalcohol colina, de
tal manera que la eliminacidn de esta sustancia del medio de cultivo provoca la detencion de la
multiplicacién celular (Tomasz, 1967). Esta dependencia de colina permitid el descubrimiento de
que los acidos teicoicos presentes en la pared celular de neumococo contienen este aminoalcohol
en su composicidn. Los sustituyentes de fosforilcolina se encuentran unidos al 4&tomo de carbono
en posicidén 6 de los residuos no acetilados de galactosamina (Jennings y cols., 1980). Se estima
que hay, por término medio, ocho unidades repetidas de fosforilcolina por cada molécula de
acido teicoico (Figura 3 A) (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987). El 85% de la colina macromolecular
presente en la célula de neumococo se encuentra formando parte del icido teicoico (polisacirido
C) (Brundish y Baddiley, 1968; Mosser y Tomasz, 1970). El 15% restante se localiza en el icido
lipoteicoico o LTA, que también recibe el nombre de antigeno de Forssman (Fag) (Briles y
Tomasz, 1973). El LTA es un polimero de ribitolfosfato unido a un triglicérido de la cara externa
de la membrana plasmaética a través de un puente disacaridico; se encuentra en la célula en menor
proporcién que el dcido teicoico y desempefia un papel fundamental en el control de la principal
autolisina de neumococo (Hsltje y Tomasz, 1975 a; Briles y Tomasz, 1975). El requerimiento
nutricional de S. pneumonige por la colina puede satisfacerse mediante el empleo de medios de
cultivo que contengan andlogos estructurales como la etanclamina (EA), la N,N-dimetilamino-
etanolamina y otra serie de aminoalcoholes (Tomasz, |1968; Tomasz y cols., 1975; Sanz y cols.,
1 988). Sin embargo, S. pneumoniae es incapaz de llevar a cabo la metilacién de la etanolamina para
originar colina (trimetiletanoclamina) en los icidos teicoicos cuando se cultiva en un medio
definido que contiene etanolamina en lugar de colina (medio Cden-EA) (Tomasz, 1968). Esta
sustitucion de la colina por la etanolamina en la pared celular trae consigo importantes
alceraciones fisioldgicas en las células de neumococo (células-EA), tales como : la no separacién
de las células hijas y, con ello, un encadenamiento ilimitado; la ausencia de autolisis y de lisis
inducida por los detergentes y antibidticos B-lactamicos; y la no infeccién por fagos. Estas

alteraciones son consecuencia de dos defectos primarios:
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i) Las paredes celulares de las células-EA son totalmente resistentes a la actividad
degradativa de las autolisinas de neumococo (Mosser y Tomasz, 1970; Sinchez-Puelles y cols.,
1986 b). Esta resistencia no es debida a alteraciones en la composicién quimica, si se exceptia la
presencia de etanolamina en lugar de colina, o en la estructura de la pared celular, pues se ha
demostrado gue las paredes celulares que contienen etanolamina o colina dan lugar a los mismos
tipos de productos de digestidn cuando sé degradan con la muramidasa del hongo Chalara
(= Chalaropsis) (Hbltje y Tomasz, 1975 b). Ademas, la conversibn in vitro de ios residuos de
etanolamina en colina mediante metilacién con yoduro de metilo sensibiliza de nuevo a la pared
celular frente a la amidasa autolitica de neumococo, la principal autolisina de esta bacteria. Esto
indica que, por lo que se refiere a la susceptibilidad a la amidasa, la Unica diferencia relevante
entre las paredes celulares que contienen etanclamina y aquéllas que contienen colina es el
componente aminoalcochdlico (Holtje y Tomasz, 1975 b).

ii) Las células-EA contienen una enzima autolitica de baja M, (36.000) y actividad muy
reducida (forma E), que puede activarse (convertirse) en la enzima de alto peso molecular (M, >
500.000) y cataliticamente activa (forma C), con paredes que contienen colina (Tomasz y
Westphal, 1971).

Todas las propiedades andmalas mostradas por las células-EA desaparecen mediance la
adicidén de colina a los cultivos de neumococo que contienen etanolamina, para lo cual basta que
el cultivo se encuentre en una fase de multiplicacidn activa que permita la incorporacién celular
de fa colina (Tomasz, 1968). Las unidades nacientes de icido teicoico que contienen colina se
unen a unidades de peptidoglicano sintetizado simultineamente (Tomasz y cols., [975), y estos
complejos se incorporan a la pared celular exclusivamente en la region ecuatorial de la misma
(Briles y Tomasz, 1970; Lépez y cols., 1982 a). Durante el crecimiento celular, se segregan de
forma simétrica y pasan intactos a las células hijas. No se ha observado recambio (turnover) de
estos complejos, de forma aniloga a como ocurre en S. foecalis y al contrario de lo que se ha
descrito para B. subtilis (Tomasz y cols., 1975).

La aparicibn de unidades de pared que contienen colina tiene dos consecuencias
bioquimicas importantes (Tomasz y cols., 1975) : i) la regidn ecuatorial de la pared celular de
neumococo se vuelve sensible a la autolisina; ii) la forma C de la autolisina, cataliticamente activa,
reaparece en la célula (ya sea a través de la sintesis de novo o por conversidn in vivo de la forma E
presente en las células-EA a la forma C). A los |10 minutos de la adicion de la colina al medio de
cultivo reaparece la sensibilidad a la lisis inducida por detergentes. La desaparicion de las largas
cadenas que forman las células-EA y la formacion de "diplos”, sblo se completa después de un

periodo de tiempo comprendido entre 5 y 6 horas (Tomasz, 1968; Tomasz y cols., 1975).
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La incorporacion del peptidoglicano y del acido teicoico en la pared celular esta coordinada,
de forma que es necesario que el peptidoglicano naciente establezca enlaces cruzados con el ya
existente (es decir, pase de! estado soluble al inscluble) para que los acidos teicoicos de pared
puedan interaccionar con esta estructura (Fischer y Tomasz, 1984). Si se inhibe la actividad
transpeptidasa no hay incorporacién ni de peptidoglicano ni de acidos teicoicos de nueva sintesis,
secretandose ambos al medio de cultivo (apartado 2.2.6.). Un elemento de control en la sintesis
de estos polimeros es la presencia o ausencia de colina en el medio de cultivo, ya que la ausencia
de este aminoalcohol impide la sintesis del peptidogiicano. Se ha especulado con la posibilidad de
que el bactoprenol unido a los polimeros de acido teicoico sin colina no pueda ser accesible al
muramil-pentapéptido durante la biosintesis del peptidoglicano (Fischer y Tomasz, |984; Fischer y
Tomasz, 1985). Sin embargo, aunque se inhiba la biosintesis del peptidoglicano por:el tratamiento
con antibidticos la biosintesis de los acidos teicoicos continiia, si bien éstos se secretan al medio

de cultivo (apartado 2.2.6.).
4.3.3. Cépsula,

El espesor de la capsula de neumococo varia entre 200 y 400 nm dependiendo de las
estirpes. Aungque no se conoce con precisidn si la capsula se encuentra unida a la pared celular
por algin tipo de interaccién, recientemente se ha descrito que, al menos en algunos tipos
capsulares, ésta puede unirse al peptidoglicano mediante enlaces covalentes. La cipsula es de
naturaleza polisacah‘dica y también recibe el nombre de sustancia SSS (specific soluble substance). Es
el principal factor de virulencia de neumococo y el que se emplea para la clasificacidn de esta
especie (apartado 4.2.). En ocasiones se observa la aparicién de mutantes no capsulados

denominados R (rough), en contraste con las cepas capsuladas o S (smooth).

4.4, Factores de virulencia en neumococo.

La capsula representa el principal factor de patogenicidad de S. pneumoniae debido a sus
propiedades antifagocitarias que hacen que, en ausencia de anticuerpos especificos, las cepas
capsuladas no sean fagocitadas y se comporten como virulentas, mientras que las estirpes no
capsuladas son fagocitadas ripidamente. Los polisaciridos capsulares activan la ruta clasica del
sistema del complemento cuando interaccionan con el anticuerpo correspondiente, con la
consiguiente liberacién de histamina por los mastocitos y la opsonizacion de la bacteria
(Winkelstein, 1981). Sin embargo, cada dia es més evidente que neumococo produce un cierto

nimero de sustancias tdxicas que parecen colaborar de manera importante en su virulencia
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(Garcia, 1990). Entre éstas se encuentran los acidos teicoicos de la pared celular (polisacarido C);
la principal enzima autolitica, amidasa LYTA, (apartado 4.6.1.1.); la neumolisina; la neuraminidasa;
la proteina A de superficie (PspA); y la proteasa especifica de inmunoglobulinas Al .

A pesar del desarrollo que ha conseguido la terapia antibidtica, neumococo continlia
siendo una de las bacterias patégenas de mayor importancia para el hombre. S. pneumonige causa
enfermedades tan importantes como neumonia, meningitis, otitis media, septicemias,
conjuntivitis, pericarditis, y artritis. La aparicion de cepas resistentes a los antibibticos B-
lactdmicos supone una preocupacién adicional dado que estos antibidticos son los mas utilizados
para combatir las infecciones causadas por neumococo (Klugman, 1990). En la actualidad se
utiliza a nivel clinico una vacuna contra la infeccidn por neumococo compuesta de polisacaridos
pertenecientes a los 23 tipos capshlares mas frecuentes. No obstante, presenta una serie de
limitaciones ya que es ineficaz en la poblacidn infantil (uno de los grupos de riesgo mas
importante), el titulo de anticuerpos decae con relativa rapidez (especialmente en las personas de
edad avanzada) y una dosis de recuerdo no incrementa la respuesta inmunitaria de forma
significativa (Austrian, 1989). El reciente desarrollo de vacunas basadas en polisacaridos
capsulares acoplados a proteinas podria solucionar dos de los anteriores problemas: la proteccion
en individuos jovenes y la memoria inmunolégica (Jennings, 1990).

4.5. Aspectos genéticos.

A pesar de ia importancia que S. pneumonice ha tenido en el desarrollo de la biologia
(apartado 4.1.) y de ser el microorganismo que posibilitd el descubrimiento del DNA, el tamafio
(2.270 kb) y el mapa genético de su genoma se conocen desde hace tan s6lo unos pocos‘ meses
(Gasc y cols., 1990) y s6lo un pequeio nimero de sus genes han sido secuenciados. Entre éstos
se encuentra el gen malM completo y porciones de los genes malX y malP, los tres codifican
proteinas implicadas en el metabolismo de la maltosa (Lacks y cols., 1982); el gen iytA, que
codifica para la amidasa autolitica LYTA (Garcia y cols., 1986 ¢); los genes dpnB, dpn A y dpnM
que codifican para la endonucleasa y las dos metilasas del sistema de restriccién Dpnll (Lacks y
cols., 1986 b); los genes dpnC y dpnD que codifican para el sistema de restriccion Dpnl (Lacks y
cols., 1986 b); el gen que codifica para la neumolisina (Walker y cols., 1987); los genes hexA
(Priebe y cols., 1988) y hexB (Prudhomme y cols., 1989), que codifican proteinas involucradas en
procesos de reparacidn de regiones monocatenarias en el DNA; los genes sulA (Lopez y cols.,
1987), sulD (Lopez y cols., 1990 b), sulB y sulC (M. Espinosa, comunicacién personal), que
codifican proteinas que participan en la biosintesis del folato; los seis genes que constituyen el

locus ami, implicados en el transporte de oligopéptidos & través de la membrana (Alloing y cols.,
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1990); el gen polA, que codifica para la DNA polimerasa | (Lopez y cols., 1989); el gen exoA que
codifica para la principal exonucleasa de neumococo (Puyet y cols., 1989); el gen recP, que
codifica para una proteina que interviene en procesos de recombinacion genética (Radnis y cols.,
1990); y el gen endA que codifica para la principal endonucieasa de neumococo (Puyet y cols.,
1990). De todos ellos, sblo una unidad de trascripcidn se habia caracterizado completamente, la
del gen pol A (Lopez y cols., 1989). Una de las razones que explica este escaso desarrollo de la
genética de neumococo es la inestabilidad plasmidica que se origina como consecuencia de fa
clonacién en E. coli de muchos de los genes antes mencionados (Chen y Morrison, |1987). Esta
inestabilidad se ha atribuido a la presencia de promotores fuertes en los fragmentos clonados
(Stassi y cols., 1981; Stassi y Lacks, 1982), Para tratar de evitar este problema se han construido
plasmidos de E. coli con eficientes terminadores de la transcripcion (Chen y Morrison, |1988);
aunque esta estrategia tuvo éxito para la clonacion de algunos genes, otros (malX y amiA} segufan
causando inestabilidad en los plasmidos. Recientemente, Martin y cols., (1989) han demostrado
que son los productos codificados por los genes maiX y amiA, y no los promotores de estos
genes, los responsables de los problemas que surgen a la hora de clonar estos genes en E. coli,
Por el contrario, otros genes de neumococo, como los genes polA y lytA, se han clonado en E.
coli sin ocasionar ningln problema de inestabilidad en el plasmido vector. |

- Dado que hasta hace muy poco tiempo sblo se conocia el promotor de un gen de '
neumococo, el del gen polA (Lopez y cols., 1989), las caracteristicas generales de la regulacion
génica en S. pneumonige son pricticamente desconocidas. Recientemente, Morrison y Jaurin
(1990) han clonado al azar en un plasmido de E. coli para bisqueda de promotores |7 fragmentos
de DNA de neumococo con actividad promotora. El andlisis y la comparacion de las secuencias
de nucledtidos de los 17 fragmentos reveld que todos ellos tenian unas regiones -10 y -35
similares a las que presentan los promotores de E, coli reconocidos por la subunidad o7¢ de la
RNA polimerasa, y cuya secuencia consenso es TTGACA-17 pb-TATAAT (Hawley y McClure,
1983). Otra caracteristica de estos |7 fragmentos de neumococo con actividad promotora en E.
coli es que en su regidn -44 (Galas y cols., 1985) se localiza la secuencia, AAAA, secuencia que
también se encuentra en los promotores de otras bacterias Gram-positivﬁs (Graves y
Rabinowitz, |986).

4.6. El sistema litico de pared de neumococo y sus bacteriéfagos.

4.6.1. Enzimas autoliticas de S. pneumonige.
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En S. pneumonice se han descrito, hasta la fecha, dos enzimas autoliticas, una N-acetil-
muramil-L-alanil amidasa (amidasa LYTA) (Howard y Gooder, 1974), que fue la primera que se
descubrid y es la mayoritaria en la célula, y una endo-B-1,4-N-acetil glucosaminidasa (Snchez-

Puelles y cols., 1986 b; Garcia y cols., 1989).

4.6.1.1, Caracteristicas de la amidasa LYTA

La autolisina LYTA de neumococo fue caracterizada por primera vez por Howard y Gooder
(1974) como una N-acetil-muramil-L-alanil amidasa (Figura 3 B). Al afio siguiente Héltje y Tomasz
(1975) la purificaron a homogeneidad electroforética y determinaron para ella una My de 36.000.

La caracteristica mds relevante de la amidasa LYTA es que su actividad catalltica requiere
la presencia de residuos de colina en los acidos teicoicos de la pared celular, el suscrato natural de
esta enzima (apartado 4.3.2.3.). La colina actla como un ligando alostérico esencial para la unidn
fisica (adsorcidn) de las moléculas de autolisina a su sustrato condicionando un posicionamiento
correcto de la enzima para realizar la catdlisis (Giudicelli y Tomasz, 1984 a). Cuando la colina de
la pared celular de neumococo se sustituye por andlogos estructurales como la etanclamina, la
amidasa LYTA es incapaz de hidrolizar dicha pared (apartado 4.3.2.3.). Este comportamiento es
debido a que las paredes que contienen etanolamina carecen de ligandos de adsorcidn especificos
para la enzima (Giudicelli y Tomasz, 1984 a). E! requerimiento de colina parece ir ligado a la
naturaleza insoluble del sustrato. Asi, cuando las paredes celulares de neumococo se solubilizan
por tratamiento con la muramidasa M| de Streptomyces globisporus, 1os muropéptidos resultantes
son hidrolizados por la amidasa LYTA tanto si contienen colina como si presentan etanolamina en
sus icidos teicoicos (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987).

Recientemente se ha sugerido la existencia de un {nico sitio de unién de la colina en la
molécula de amidasa LYTA. La colina unida a la enzima no se libera mediante dilisis,
precipitacion con TCA o sulfato amdnico, o por filtracién en gel. Sin embargo, la colina no
establece enlaces covalentes con la enzima, ya que se libera mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS$ o por almacenamiento de la proteina a 0 ©C (Markiewicz y Tomasz, 1990).

Se ha postulado que el movimiento de la enzima a traves de la pared celular se llevaria a
cabo mediante la liberacion de fragmentos solubles de peptidoglicano y posterior interaccién con
residuos de colina insolubles adyacentes al fragmento previamente solubilizado (Markiewicz y
Tomasz, 1990).

El mecanismo de degradacion de la pared celular por la amidasa autolitica de neumococo
no es el mismo en condiciones in vitro que in vivo. In vitro la enzima es capaz de hidrolizar casi

todos los enlaces muramil-L-alanina del peptidoglicano; in vivo sdlo algunos de estos enlaces sufren
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hidrolisis, precisamente aguélios que unen capas de mureina adyacentes (Garcia-Bustos y Tomasz,
1989).

4.6.1.1.1. Proceso de activacion (conversién) de la amidasa LYTA.

La amidasa LYTA se sintetiza en la célula como una forma de baja actividad (forma E) que
requiere un proceso de activacion (conversion) para alcanzar el estado de maxima actividad
enzimatica (forma C) (Tomasz y Westphal, 1971). Este proceso consiste en una interaccion
especifica de la amidasa con los residuos de colina. En la célula la conversion es debida a la colina
que forma parte de los &cidos teicoicos y lipoteicoicos de la envoltura celular (Briese y
Hakenbeck, 1985).

La conversién de la autolisina LYTA también se puede realizar in vitro incubando a baja
temperatura la forma E de la enzima con paredes celulares que contengan colina en sus acidos
teicoicos (Tomasz y Westphal, 1971). El 4cido lipoteicoico que contiene colina, asi como un 2%
de colina o fosforilcolina en el ensayo de actividad también son capaces de inducir la conversién de
la amidasa LYTA (Briese y Hakenbeck, 1985). Sanz y cols. (1988) han demostrado que la
estructura minima que se requiere para la activaciéon catalitica in vitro de la forma E es la de una
alquilamina terciaria.

El procedimiento utilizado para llevar a cabo el proceso de conversién condiciona la M de
la forma C resultante. Cuando éste se realiza con paredes celulares la M, de la amidasa
convertida es aproximadamente de 500.000, que es la M, que presenta la enzima cuando se
extrae de un cultivo de neumococo que crece en medio que contiene colina. Sin embargo
cuando la conversidn se realiza con colina libre, la M, de la forma C es de 36.000, coincidiendo
con la de la forma E. Esta diferencia en la M, de la amidasa convertida se debe a que en el primer
caso la enzima va asociada a fragmentos de pared (Briese y Hakenbeck, 1985).

La conversién de la forma E con colina libre origina una forma C estable que sélo después
de una didlisis continuada (durante mas de 20 dias) se revierte (desconversién) a la forma E. Dado
que el periodo de tiempo para la desconversién es superior al esperado para una mera diilisis de la
colina, se ha sugerido la existencia de un complejo amidasa-colina que se constituiria en el paso
limitante para el proceso de desconversién (Briese y Hakenbeck, 1985). Esta hipbtesis estd de
acuerdo con los resultados que indican la existencia de un sitio de unién a la ¢olina en la molécula
de la amidasa LYTA (apartado 4.6.1.1.).
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4.6.1.1.2. Inhibidores de la actividad catalitica de la amidasa LYTA,

La colina libre a concentraciones superiores al 0,1% inhibe de forma no competitiva la
actividad enzimatica de la amidasa LYTA debido a que interfiere con el proceso de adsorcidon de
la enzima a los residuos de colina de los acidos teicoicos de la pared celular (Briese y Hakenbeck,
1985). Otros inhibidores de la actividad amidasica son el LTA que contiene colina, la
fosforilcolina, y los andlogos de la colina como el DEAE, es decir, todos aquellos compuestos que
causan la conversién de la enzima (apartado 4.6.1.1.1.).

Las consecuencias fisiologicas cuando se tratan los cultivos de neumococo con estos
inhibidores de la autolisina LYTA son similares a las descritas para las células-EA (apartado
4.3.2.3.) (Holtje y Tomasz, 1975 2; Giudicelli y Tomasz, 1984 a, b; Briese y Hakenbeck, 1985;
Sanz y cols., 1988).

Debido al efecto inhibidor de la colina sobre la actividad de la amidasa LYTA, cuando la
conversion se realiza in vitro con 2% de colina este aminoalcohol debe ser eliminado, por dilucion
o didlisis, antes de ensayar la actividad enzimitica. Con ello se evita que la colina libre compita
con la colina de los acidos teicoicos de la pared e impida la unidn de la enzima a su sustrato
(Briese y Hakenbeck, 1985).

4.6.1.1.3. Efecto del LTA en la regulacién celular de la amidasa LYTA.

Briese y Hakenbeck (1985) determinaron que la forma E de la amidasa LYTA (que
representaba un 40% de la amidasa celular) estaba presente solo en el citoplasma celular de §.
pneumonige, mientras que el resto de la enzima se encontraba asociada a la membrana plasmatica
como forma C. La enzima asociada a la membrana podia ser liberada completamente con colina,
fo que sugeria una interaccién especifica de la proteina con los residuos de colina que forman
parte del LTA de la membrana.

Se ha postulado que en la regulacion in vivo de la amidasa LYTA la interaccion especifica
de la enzima con los residuos de colina del LTA de la membrana citoplasmica jugara un papel muy
importante. El LTA actuaria a modo de barrera topoldgica inhibiendo la actividad amidasica
durante la mayor parte del ciclo celular (Briese y Hakenbeck, 1985). Incluso cuando se afade
autolisina LYTA exdgenamente a una cepa de neumococo que carece de esta enzima (curacion
fenotipica), ésta crece normalmente y sblo al final de la fase estacionaria sufre la autolisis
(Tomasz y Waks, 1975), postulandose que el control al que se ve sometido la autolisina en estas

condiciones es debido también al LTA de la membrana (Tomasz y Waks, 1975).



49

La principal causa de la inhibicion de la actividad amidasica LYTA por el LTA in \-rivo son los
residuos de colina presentes en la molécula de polimero. Sin embargo, en experimentos
realizados in vitro la principal causa de esta inhibicidn es el atrapamiento micelar de la enzima por
las moléculas de LTA en solucién (Briese y Hakenbeck, 1985). Por analogia con ta conversion in
vitro (apartado 4.6.1.1.1.), I2 conversién in vivo podria ocurrir ‘después de la translocacién de la
forma E de la amidasa LYTA a través de la membrana plasm‘g’ltica mediante interacciéon con los
residuos de colina del LTA (Briese y Hakenbeck, 1985). Asi, se ha observado que el LTA que
contiene colina es un poderoso inhibidor de la enzima (Hoéltje y Tomasz, 1975 a) al mismo
tiempo que la convierte a la forma C (Briese y Hakenbeck, |985); sin embargo, su andlogo que
contiene etanolamina no inhibe la actividad amidasica (Horne y Tomasz, 1985 b).

Un mecanismo adicional potencialmente regulador de la actividad amidasica implica a otra
" enzima presente en S. pneumoniae, la fosforilcolinesterasa. Esta enzima es capaz de eliminar entre
un 15% y un 20% de los residuos de fosforilcolina de los acidos teicoicos (Holtje y Tomasz,
1974). Como la actividad catalitica de la amidasa LYTA posee un requerimiento absoluto por los
residuos de colina del sustrato, la eliminacion de una fraccién de estos residuos por la esterasa es
posible que origine en la pared celular zonas de resistencia a la autolisina. De igual forma, la
inhibicién de la autolisina LYTA por el LTA podria verse afectada por la liberacién de los residuos

de fosforilcolina del polimero.
4.6.1.1.4. Efecto del DOC en neumococo.

Como ya se ha comentado en el apartado 4.2., una de las pruebas de diagnoéstico
empleadas habitualmente en clinica para la identificacién de neumococos, es la sensibilidad de las
células de esta especie a la lisis en presencia del detergente desoxicolato sodico (DOC) (Neufeld,
1900). Esta caracteristica es especifica de neumococo y se debe a la actividad de la amidasa
LYTA, de tal forma que las cepas mutantes deficientes en esta autolisina no se lisan en presencia
del detergente (Mosser y Tomasz, | 970; Tomasz y cols., 1975). Basindose en esta propiedad, se
ha desarrollado un método de anilisis que permite diferenciar de forma rapida y sencilla una cepa
de neumococo con fenotipo Lyt t (presencia de autolisina y lisis con DOC positiva) de otra que
presente fenotipo Lyt (ausencia de autolisina y lisis con DOC negativa) (Garcia y cols., 1985 b).

Hasta la fecha, las cepas de neumococo caracterizadas como DOC™ (Garcia y cols., 1986
b; Lopez y cols., 1986; Sinchez-Puelles y cols., 1986 a), todas ellas obtenidas en el laboratorio,
habian presentado unos niveles de actividad hidrolitica de pared nulos o casi nulos, asi como
ausencia de autolisis al final de la fase estacionaria de crecimiento. Recientemente y mediante el

empleo de una sonda de DNA especifica de neumococo se han aislado varias cepas atipicas de
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origen clinico que son resistentes a la lisis por desoxicolato (Fenoll y cols., 1990). Una de estas

cepas de neumococo DOC” seri objeto de estudio en esta Tesis.
4.6.1.1.5. Clonacién del gen que codifica para la amidasa LYTA, gen IytA.

El gen IytA se aisld a partir de una genoteca Bcll de neumococo construida sobre pBR322
en E. coli. Los plasmidos de esta genoteca se utilizaron para complementar por transformacion el
fenotipo Lyt™ de la cepa mutante MI2, una cepa de neumococo que posee la mutacion lyt-4. Asi
se aisld e identifico el plismido pGL30 que contiene un fragmento Bcll de 7,5 kb capaz de
originar mediante recombinacién un fenotipo Lyet (Garcia y cols., 1985 a). Los estudios de
secuenciacidon demostraron que [a region codificante del gen /ytA esta contenida en un fragmento
Hindlll de 1,2 kb del plismido pGL80 (Garcia y cols., 1986 c). La amidasa LYTA de neumococo
ha sido la primera autolisina bacteriana clonada y secuenciada, aunque en la actualidad se conocen
las secuencias de otras cuatro enzimas liticas bacterianas, la de una enzima litica de Baciflus sp.
(Potvin y cols., 1988); la de una lisozima (enzima-B) de B. subtilis YT-25 (Kamei y cols., 1988); la
de la muramidasa M| de $. globisporus (Lichenstein y cols., 1990); y la de la lisozima de Clostridium
acetobutylicum ATCC 824 (Christian Croux, comunicacion personal). Las cepas de E. coli que
contienen el pladsmido recombinante pGL80 expresan una proteina que ha sido caracterizada
bioquimica e inmunoldgicamente como la forma E de la amidasa LYTA de neumococo, el
producto primario de transcripcion del gen lytA. Este resultado constituyd el primer ejemplo de
expresion de un gen de neumococo en E. coli, y permitid el estudio de la principal autolisina de S.
pneumonige en un sistema heterdlogo en el que la enzima litica no parecia ejercer ningin efecto
letal, adn cuando su expresion era 300-500 veces superior a la detectada en el sistema
homologo, dada la ausencia de colina en la pared celular de E. coli (Garcia y cols., 1985 a; Garcia
y cols., 1986 c).

El analisis de la secuencia de nucledtidos del fragmento Hindlll de 1,2 kb (Garcfa y cols.,
1986 c) reveld ia existencia de un Unico marco de lectura abierto, con una secuencia consenso de
unidn al ribosoma y una serie de regiones que presuntamente podrian corresponder al promotor
del gen IytA. La fase de lectura abierta codifica para una proteina de 318 aminoéacidos con una M,
de 36.532, lo que coincide con las estimaciones realizadas previamente (Holtje y Tomasz, 1976;
Briese y Hakenbeck, 1985).

Mediante técnicas de ingenieria genética se han realizado deleciones de los Ultimos
aminodcidos de la proteina, y se ha observado que las formas enzimaticas resultantes ya no
necesitan el proceso de conversion que caracteriza a la forma E de la amidasa LYTA, proceso que

va ligado a la presencia de los dltimos 1| aminodcidos de la enzima (Sanchez-Puelles y cols,,
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1987). Sin embargo, las formas truncadas en el extremo C-terminal de la molécula presentan
menor actividad especifica que la enzima parental, como también se ha descrito para ta enzima

litica de pared de Bacillus sp. (Potvin y cols., 1988).
4.6.1.1.6. Caracterizacidbn de mutantes en el gen IytA.

El aislamiento del gen IytA permitid la caracterizacion de distintos mutantes de
neumococo deficientes en autolisina obtenidos por mutacién esponténea o por tratamiento con
agentes mutagénicos. Lacks (1 970) aisld un mutante de neumococo, cwl-1, defectivo en mas del
99% de la actividad autolitica de la cepa salvaje R6. La estirpe Rély4-4 (Fischer y Tomasz, 1984)
se obtuvo por transformacion de la cepa Ré6 con el DNA de ¢wl-1. La mutacién presente en [a
cepa Rély4-4, designada como Iyt-4, fue complementada mediante clonacién del gen tipo salvaje
IytA, comprobandose su localizacién en la regién estructural del gen que codifica para la amidasa
LYTA. Se ha secuenciado esta mutacién y se ha visto que corresponde a una transicion CG a TA,
lo que origina la sustitucidén de un residuo de glicina por otro de acido glutamico en la secuencia
de amineacidos de la amidasa, alterando el perfil hidropatico de la proteina (Garcia y cols., 1986
b).

Otra mutacidn espontinea en el gen lytA, denominada lyt-32, corresponde a una delecion
de un par GC que causa la aparicién de dos codones de terminacién consecutivos en el extremo
5' de la regidn estructural del gen. Anilisis enzimaticos, inmunolbgicos y experimentos con
maxicélulas demostraron que el gen mutante no expresa la amidasa LYTA (Lopez y cols., 1986).

Sanchez-Puelles y cols. (1986 a) han aislado y caracterizado el primer mutante de §.
pneumoniae (denominado M31) que muestra una delecidn en su genoma de unas 5,5 kb y que

engloba por completo al gen lytA.
4.6.1.1.7. Funciones de la autolisina LYTA en neumococo.

El aislamiento de una cepa de neumococo carente deI'Ij gen IytA, cepa M3| (apartado
4.6.1.1.6.), pésibilité el estudio del papel biolégico que desempefia la principal autolisina de esta
bacteria. La cepa M3 permitid establecer de forma inequivoca que la amidasa LYTA no era
imprescindible para adquirir el estado de competencia que posibilita la transformacion genética de
S. pneumoniae, asi como tampoco para la multiplicacibn de neumococo en los medios de cultivo
(Sanchez-Puelles y cols., 1986 a).

S. pneumoniae M3 crece a 37 °C formando pequefias cadenas de 6 a 8 células, no se

autolisa al final de la fase estacionaria de crecimiento, no se lisa en presencia de detergentes, y
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exhibe una respuesta tolerante frente a los antibidticos B-lactdmicos (Sanchez-Puelles y cols.,
1986 a). Cuando se transformo el mutante M3 ! con el plasmido pRG2, un pldsmido derivado de
pLS! (Lacks y cols., 1986 a) capaz de replicarse autbnomamente en S. pneumonige y que expresa
el gen IytA, se observé que la cepa resultante recuperaba el fenotipo Lyt ¥ y que las pequefias
cadenas desaparecerian dando lugar a las formas diploideas normales {Ronda y cols., 1987). Estos
experimentos demostraban que la amidasa LYTA de neumococo no solo es responsable de la
autolisis de los cultivos al final de la fase estacionaria de crecimiento y de la lisis ocasionada por
los detergentes y antibidticos B-lactdmicos, sino que también estd implicada en la separacidon de
las células hijas al final de cada ciclo de division celular. Se ha postulado que la separacién de las
células hijas seria un proceso genéticamente programado que ocasionaria una parada de la
maquinaria de biosintesis de pared al final de cada ciclo de division celular, lo que, a su vez,
liberaria el complejo autolisina-LTA en 4reas muy localizadas de la superficie de la célula. De esta
forma la amidasa, libre de su inhibidor natural, podria actuar localmente en dichas areas con la
consiguiente separacidn de las células hijas. Una vez concluida ésta, se restauraria la biosintesis
normal de pared y la amidasa LYTA se someteria de nuevo al control del LTA. Es decir, serfa un
mecanismo de disparo (triggering) de la autolisina similar al ocasionado por los antibidticos B-
lactdmicos, pero con la diferencia de que éstos lo provocan a escala, tiempo y topograffa
erréneas (Tomasz, 1983). Sin embargo, es muy probable que en la separacidn de las células hijas
también participe la segunda autolisina de neumococo (la glucosaminidasa) (apartado 4.6.1.2.), ya
que la cepa M31 forma solamente pequefias cadenas celulares y no las largas cadenas de cientos
de unidades que se observan cuando la cepa se cultiva en medic Cden-EA, medic en el que la
pared celular sintetizada no es susceptible a la degradacidn por la glucosaminidasa (Sanchez-Puelles
y cols., 1986 b). |

Aunque la separacion de las células hijas no parece ser un proceso de vital importancia
para los cultivos de S. pneumoniae que crecen en condiciones de laboratorio, si puede serlo
cuando los cultivos crecen en su ambiente natural. La formacién de cadenas disminuye la
capacidad de diseminacion del microorganismo y produce un empobrecimiento mis rapido del
medio de cultivo.

El hecho de que' la practica totalidad de los aislados clinicos de néuhococo posean
actividad autolitica ha hecho sospechar que esta enzima, a pesar de su potencial poder
destructor, debe desempenar algin papel fundamental para la su}:ervivencia y/o virulencia de S.
pneumoniae, La presencia del gen JytA de forma general en |os aislados clinicos de neumococo ha
permitido utilizar un fragmento de DNA que codifica para los 148 primeros aminoacidos de la

amidasa LYTA como sonda para la identificacidn de esta especie (Fenoll y cols., 1990).
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Recientemente se ha podido comprobar que mutantes en el gen fytA construidos en
neumococos capsulados poseen una virulencia significativamente menor que la de la cepa parental
capsulada, y que la reintroduccidn del gen salvaje lytA en los mutantes restituye su capacidad
virulenta a los niveles normales. Ademas, la inmunizacion previa con la amidasa LYTA purificada
permite una mayor supervivencia en animales infectados por S. pneumoniae (Berry y cols., 1989).
Estos resultados indican que las moléculas de amidasa poseen una disposicion periférica en la
célula accesible a2 los anticuerpos a besar de la presencia del polisacarido capsular, y sugieren la
posibilidad de que la amidasa de neumococo pueda ser utilizada como vacuna eficaz contra las
infecciones causadas por S. pneumoniae (Berry y cols., 1989).

Es posible que uno de los mecanismos de virulencia de la principal autolisina de
neumococo resida en su capacidad para hidrolizar el peptidoglicano, con la consiguiente liberacion
de productos solubles capaces de activar la ruta alternativa del sistema del complemento o la
produccion de interleuquina-1, factores de conocida accidn inflamatoria (Reisenfeld y cols.,
1989). Este mecanismo parece ser la base de la produccion de plrpuras hemorragicas (Chetty y
Kreger, 1981). La autolisis de la célula podria liberar otros factores de virulencia de localizacidn
intracelular (neumolisina y neuraminidasa). No obstante, no se puede descartar la posibilidad de
que la inactivacién de la amidasa introduzca cambios fundamentales en la arquitectura de Ia

superficie celular capaces de restar capacidad invasiva al microorganismo (Berry y cols., 1989).

4.6.1.2. Caracteristicas de la glucosaminidasa.

La ausencia total de amidasa LYTA en el mutante de neumococo M31 permitid detectar
una nueva autolisina (Sanchez-Puelles y cols., 1986 b) con actividad glucosaminidasa (Garcia y
cols., 1989), que se encontraba enmascarada en las cepas salvajes por la alta actividad amidasica.
Estudios previos ya habian sugerido la existencia de una glicosidasa en neumococo (Lee y Liu,
1977). Esta nueva enzima, que se ha purificado a homogeneidad electroforética, presenta una M,
de 64.000, no es reconocida por el ancisuero frente a la amidasa LYTA, requiere la presencia de
colina en los acidos teicoicos de pared para ejercer su actividad catalitica, y ésta se inhibe con el
LTA y la colina (Garcia y cols., 1989). Una caracteristica destacable de la glucosaminidasa de
NeumoCoco es que su actividad litica es tres veces superior cuando se ensaya in vitro a 30 ©C que

cuando el ensayo de actividad se hace a 37 ©C.

La glucosaminidasa de neumococo se comporta como una autolisina in vivo cuando la
cepa M3l se cultiva a 30 ©C, ya que a esta temperatura hay autolisis al final de la fase

estacionaria de crecimiento (Sanchez-Puelles y cols.,, 1986 b), el encadenamiento celular
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caracteristico de mutantes Lyt™ desaparece (Lopez y cols., 1990 a) y la respuesta tolerante
frente a los antibidticos B-lactamicos que exhiben los mutantes deficientes en amidasa LYTA se
revierte (Lépez y cols., 990 a). Estas mismas consecuencias fisioldgicas aparecen 'cuando la cepa
M3 se incuba a 37 OC y se somete a curacidn fenotipica con la glucosaminidasa empleando unos
niveles de enzima mucho mayores de los que normalmente se detectan en esta cepa (Garcia y
cols., 1989).

Aunque la glucosaminidasa de S. pneumonige no provoque autolisis de los cultivos a 37 ©C,
no se puede descartar que a esta ‘temperatura la enzima ejerza una actividad litica importante
para la célula que pudiese explicar su posible contribucidn al proceso de separacion de las células
hijas al final del ciclo de divisidn celular (apartado 4.6.1.1.7.). Se ha sugerido que las autolisinas
minoritarias en 2 célula realizan importantes funciones en el remodelade de la pared celular
durante el crecimiento (Kawamura y Shockman, 1983), asi como en el desarrolio del estado de
competencia para la transformacion genética (Lacks y Neuberger, 1975). La respuesta definitiva

a estos interrogantes pasa por la obtencidn de mutantes defectivos en esta segunda autolisina.

4.6.2. Enzimas liticas de pared de fagos que infectan a S. pneumonige.

La primera enzima de origen fagico capaz de hidrolizar la pared celular de neumococo
que se aisld y purificd a homogeneidad electroforética fue la codificada por el genoma def
bacteriofago Dp-1, y recibio el nombre de PAL (Phage-Associoted-Lysin) (Garcia y cols., 1983 a).
La enzima presenta una M de 31.000 y se ha caracterizado bioquimicamente como una N-aceril-
muramil-L-alanil amidasa (Garcia y cols., 1984). Esta amidasa, sintetizada durante la infeccion de
S. pneumoniae por Dp-1, requiere, tanto in vitro como in vivo, la presencia de colina para degradar
las paredes celulares de neumococo y su actividad catalitica se inhibe por el LTA, al igual que
ocurre con la amidasa LYTA det huésped {Garcia y cols., 1983 a, b). Sin embargo otras
propiedades fisico-quimicas la diferencian de la principal autolisina de neumococo, ya que es
estimulada por agentes reductores como el DTT o el B-mercaptoetanol en ensayos realizados in
vivo e in vitro (Garcia y cols., 1983 a, c), es inhibida parcialmente por cardiolipina, ¥ no da
reacciones cruzadas con {a forma E (aunque si con la forma C) de la amidasa LYTA en ensayos
inmunologicos (Garcia y cols., 1984). Mediante el empleo de un suero anti-PAL se ha
demostrado que esta enzima interviene activamente en la liberacidn de la descendencia fagica en
mutantes de neumococo que carecen de amidasa LYTA y que, por lo tanto, las dos amidasas
liticas participan en la liberacién de la progenie fagica (apartado 2.2.5) (Garcia y cols., 1983 b, ¢).

La segunda enzima fagica con actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo

que se caracterizb en detalle fue la del fago Cp-1 de neumococo. El gen que codifica para esta
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enzima litica, gen cpl!, se aisld a partir de una genoteca del fago construida sobre pACYC184 en
E. coli. El plaismido que contenia el gen cpll, pCIP2, se seleccioné determinando la actividad litica
sobre paredes celulares de neumococo en los extractos de las cepas recombinantes (Garcia y
cols., 1987 a), Esto fue posible gracias a que, como sucedio con ta amidasa LYTA, el gen de la
enzima litica figica podia expresarse en E. coli. La caracterizacidn bioquimica de la enzima iitica
del fago Cp-1, CPLI, indicb que se trataba de una muramidasa (lisozima) (Figura 3 B) con una M,
de 39.000 (339 aminodcidos). Esta muramidasa no requiere el proceso de conversién para
alcanzar su mixima actividad catalitica, abnque comparte con la amidasa LYTA la absoluta
dependencia por la presencia de residucs de colina en los 4cidos teicoicos de pared. La actividad
muramidasica de la enzima CPLI se inhibe no competitivamente por el LTA y la colina a
concentraciones superiores al 0,01% (Garcia y cols., 1987 a). El analisis de la secuencia de
nucledtidos del gen ¢pll permitid deducir la secuencia de aminoacidos de la lisozima CPL1 y puso
de manifiesto la homologia existente entre parte de la region estructural de este gen y la
correspondiente region estructural del gen lytA de S. pneumoniae {(Garcia y cols., 1988).

Utilizando como sonda el gen ¢pll, se determind la localizacidn exacta en los genomas de
los fagos Cp-1, Cp-7 y Cp-9 (todos pertenecientes a la familia Cp de fagos liticos de S.
pneumoniae) de los respectivos genes liticos de pared. Esto facilitd la clonacion y posterior
secuenciacion de los genes cpl7 y cpl9 (Garcia y cols., 1990). Su expresion en E. coli permitid
determinar que estos genes también codifican para enzimas liticas de pared con actividad
muramidasica (Iisozifna). La lisozima CPL9 tiene una M de 39.107 (339 aminoacidos) y tan solo
se diferencia de la lisozima CPL| en |0 aminoacidos; al igual que ésta y que la amidasa LYTA,
muestra un requerimiento absoluto por la presencia de colina en la pared celular (Garcfa y cols.,
1990). La lisozima CPL7 tiene una M, de 38.461 (342 aminodcidos), su actividad catalitica no
depende de la presencia de residuos de colina en los dcidos teicoicos de pared y no se inhibe
especificamente por el LTA o [a colina (Garcia y cols., 1990). El hecho de que la lisozima CPL7
sea capaz de hidrolizar indistintamente paredes de neumococo que contienen colina ©
etanolamina permite la liberacién de la desdendencia fagica en células-EA de S. pneumonige
infectadas con el fago Cp-7, sin que ello requiera la cooperacidn de las autolisinas bacterianas
{Garcia y cols., 1990).

La metodologia empleada para la clonacién de los genes de las enzimas liticas de los fagos Cp
se utilizd también para clonar el gen hbf que codifica para la enzima litica de pared del fago HB-3,
un fago atemperado de S. pneumoniae (Romero y cols., 1990 a). La expresidn del gen hbl en E.
coli demostrd que codificaba para una enzima con actividad amidisica, amidasa HBL, siendo la
primera amidasa que se ha descrito para fagos que infectan a bacterias Gram-positivas, La amidasa

HBL presenta una M, de 36.000 y sus propiedades inmunoldgicas y bioquimicas son similares a las
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descritas para la amidasa LYTA (Romero y cols., 1990 a). La secuenciacidn del gen hbl revelo la
secuencia de aminodcidos de la amidasa HBL y confirmd la homologia con el gen IytA (Romero y
cols., 1990 b).

4.6.3. Comparacién de las enzimas liticas de pared de S. pneumoniage y de sus bacteriéfagos.

La caracteristica com(n a todas las enzimas que hidrolizan la pared celular de neumococo
es la dependencia que presentan para su actividad de la presencia de colina en los acidos teicoicos
de la pared. Unicamente la lisozima CPL7 es capaz de hidrolizar, indistintamente, paredes de
neumococo que contienen colina o etanolamina en su composicion (Garcia y cols., 1990).

Todas estas enzimas son capaces de inducir la curacion fenotipica (apartado 4.6.1.1.3.) en
mutantes de S. pneumonige deficientes en amidasa LYTA (Lyt") cuando se aiaden al cultivo de
forma exdgena. El resultado de la curacion es la autolisis de los cultivos en la fase estacionaria de
crecimiento, la lisis por detergentes y la pérdida de la tolerancia que manifiestan los mutantes
Lyt frence a los antibidticos B-factamicos.

La afinidad que presentan las enzimas liticas de pared de neumococo y sus bacteribfagos,
con la excepcion de la lisozima CPL7, por la colina y por su andlogo estructural, el
dietilaminoetanol (DEAE), hace posible la purificacion de las mismas a homogeneidad
electroforeética y en un sélo paso mediante su retencidn en columnas de Sepharosa-colina (Briese
y Hakenbeck, 1985) o DEAE-celulosa (Sanz y cols., 1988). La disponibilidad de este método
rapido de purificacion, unido al hecho de que la mayoria de estas proteinas se han hiperproducido
en E. coli mediante el empleo del promotor inducible Ipp-lac (Garcia y cols., 1987 b; Sanz y
Garcia, 1990), ha facilitado la obtencién de grandes cantidades de enzima, lo que ha permitido
realizar la caracterizacién estructu.‘ral de las mismas,

Tanto la amidasa LYTA como la amidasa HBL necesitan el proceso de conversién para
alcanzar su actividad enzimética maxima (apartados 4.6.1.1. y 4.6.2.). Este proceso parece estar
relacionado con un cambio conformacional inducido por los residuos de colina en la estructura
inicial de la proteina posibilitando la interaccion enzima-sustrato (Sanchez-Puelles y cols., 1990).
La interaccidn de la lisozima CPLI con la colina provoca también cambios conformacionales en la
proteina que se han puesto de manifiesto mediante técnicas de dicroismo circular (Sanz y Garcia,
1990).

En todas estas enzimas, a excepcion de la lisozima CPL7, la colina ejerce una inhibicién
no competitiva sobre su actividad catalitica. El bloqueo ocasionade por fa colina libre sobre los
centros de la molécula destinados a ia unién de la colina de los acidos teicoicos no se produce con

la misma eficiencia en todas las enzimas, y asi se ha observado que la amidasa LYTA presenta una

!



57

constante de inhibicién por colina mayor que la determinada para la lisozima CPL| (Briese y
Hakenbeck, 1985; Garcia y cols., 1987 a).

La comparacién de las secuencias de aminodcidos de las enzimas liticas de pared de
neumococo y de sus bacteridfagos ha puesto de manifiesto una serie de peculiaridades
estructurales que hacen de estas enzimas un modelo muy interesante para establecer relaciones
evolutivas entre ellas, y constituye un nuevo ejemplo a favor de la teoria modular de la evolucidn
de las proteinas (Garcia y cols., 1988; Garcia y cols., 1990). Como se puede observar en la
Figura 7, todas las enzimas presentan su molécula estructurada en dos dominios o moédulos. El
dominio N-terminal seria el responsable de la actividad catalitica de estas enzimas ya que aquéllas
que poseen la misma actividad enzimatica presentan dominios N-terminales semejantes, Asi, el
dominic N-terminal de la émidaéa LYTA de S. pneumoniae es semejante al de la amidasa HBL del
fago HB-3, y el dominio N-terminal de la lisozima fagica CPLI es similar a los dominios N-
terminales de las lisozimas fagicas CPL7 y CPL9. Cuando se compara la secuencia de aminoacidos
de los extremos N-terminales de las lisozimas CPLI, CPL7 y CPLY con la secuencia de las
lisozimas del hongo Chalara (Fouche and Hash, 1978}, de S. globisporus (Lichenstein y cols., 1990}
y de C. acetobutylicum (Christian Croux, comunicacidn personal), se observa una gran similitud,
Ademas, dos aminoicidos involucrados en la actividad catalitica de la lisozima de Chalara, el icido
aspartico de la posicidn 10 y el glutdmico de la posicion 37, estan también presentes y localizados
a la misma distancia en la estructura primaria de las restantes lisozimas.

Por otra parte, todos los dominios C-terminales de las enzimas liticas de pared de
heumococo y sus bacteribfagos, con la excepcidn del correspondiente a la lisozima CPL7,
presentan una notable similitud. Asi, de los 142 residuos del dominio C-terminal de la amidasa
LYTA, 73 son idénticos a los del dominio C-terminal de la lisozima CPLI, y de las 69
susticuciones 55 son cambios conservativos (Garcia y cols., 1988). Este hecho estd de acuerdo
con la observacion de que la actividad de estas enzimas (con la excepcion de la lisozima CPL7) es
dependiente de la presencia de colina en [a pared celular, y aporta una nueva evidencia sobre el
papel fundamental que debe desempefiar el dominio C-terminal en el reconocimiento de dicha
colina. Recientemente se ha llevado a cabo la clonacién e hiperproduccion en E. coli de los
dominios C-terminales de la amidasa LYTA y de la lisozima CPLI, lo que ha puesto de manifiesto
su gran afinidad por la colina y la ausencia de actividad hidrolitica sobre la pared celular de
neumococo (Sanchez-Puelles y cols., 1990).

Todos los dominios C-terminales estan constituidos por motivos de secuencias repetidas que
se pueden considerar como unidades modulares surgidas por duplicacion génica de una secuencia
original (Garcia y cols., 1988). En el caso de las enzimas LYTA, HBL, CPLI y CPL9 existen seis

motivos de aproximadamente 20 aminoicidos de longitud cada uno que presentan una secuencia
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Figura 7. Comparacion de las propiedades mads relevantes y representacién esquematica de las
enzimas liticas de pared de S. pneumoniae y sus bacteridfagos.
Las zonas de igual sombreado indican un alto grado de similicud. PI a P6, P1' a P&’ y Ml a M3
representan las secuencias repetidas (motivos) de los dominios C-terminates de las enzimas,
Tomado de Lépez y Garcia (1990). '
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consenso GWVKIGDGWYYFDNSGAMATN (Garcia y cols., 1988) (Figura 7). Sin embargo, el
mbdulo C-terminal de la lisozima CPL7 esta constituido por 2,8 motivos idénticos de 40
aminoicidos cada uno (Gafcia y cols., 1990} (Figura 7 ), lo que revelaria, de acuerdo con
Doolittle (1986), que para este caso concreto el proceso de duplicacion génica habria tenido
lugar recientemente. La presencia de motivos internos repetidos en [a secuencia de muchas
proteinas ha sugerido connotaciones de relacion estructura-funcién, pero sélo en algunos casos
se ha podido demostrar esta hipbtesis experimentalmente, como ocurre por ejemplo con las
proteinas que se unen al DNA (Klug y Rhodes, 1987). La razon por la cual los dominios C-
terminales se han originado por repeticidon de motivos se desconoce por el momento,.pero se
puede especular conla posibilidad de que estas repeticiones estén en relacién con el hecho de
que las enzimas estan actuando sobre un sustrato polimérico constituido también por estructuras
quimicas repetidas (Saedi y cols., 1987). En la actualidad se conocen otras proteinas que también
actlan sobre sustratos poliméricos y que contienen repeticiones en las regiones implicadas en el
reconocimiento del sustrato, entre éstas destacan : la lisozima del fago #29 que infecta a B.
subtilis (Garvey y cols., 1986), la endoglucanasa E de C. thermocellum (Hall y cols., 1988), una
celulasa (Avicelasa I) de C. stercorarium (Jauris y cols., 1990), las glucosiltransferasas de S. mutans
(Shiroza y cols., 1987; Ueda y cols., 1987) y de $. downei (Ferretti y cols., 1987; Gilmore y
cols., 1990), y una proteina de union a glucanos de S. mutans (Banas y cols., 1990). También se
han descrito toxinas de €. difficile capaces de reconocer pequefias estructuras poliméricas y que

presentan modulos repetidos en su molécula (Dove y cols., 1990; Barroso y cols., 1990).
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5. OBJETIVOS.

De los datos presentados en los anteriores apartados se deduce que, aunque la amidasa
LYTA de neumococo ha sido objeto de numerosos estudios bioquimicos, fisiologicos y
genéticos, todavia hay muchos interrogantes que necesitan una repuesta. En primer lugar, todavia
no se conoce cudl es la unidad de transcripciébn del gen IytA y si éste estd sometido 2 algin tipo de
regulacién. Aunque se ha propuesto una regulacidn celular post-traduccional para la amidasa
LYTA basada en el efecto inhibidor de los residuos de colina del LTA de la membrana
citoplasmica, los estudios que se han realizado para determinar la localizacién subcelular de la
proteina (Lacks y Neuberger, 1975; Briese y Hakenbeck, 1985) no permiten descartar
artefactos de redistribucion de [a enzima durante su estudio.

La peculiar estructura deducida del anilisis de las secuencias de la amidasa LYTA y de las
enzimas liticas de pared de los fagos que infectan a neumococo, se ha sugerido como un ejemplo
de la-teoria modular de la evolucién de las proteinas (Garcia y cols., 1988; Garcia y cols., 1990),
no obstante, falta la demostracién experimental de la estructura modular de estas enzimas.

La existencia de un nimero, cada vez mayor, de cepas de neumococo de origen clinico
con caracteristicas atipicas y cuyo DNA hibrida con el gen lytA de la cepa tipo Ré (Fenoll y cols.,
1990), exige un estudio a nivel molecular de la(s) autolisina(s) de dichas cepas con el objetivo de
comprobar si su comportamiento atipico estd causado por estas enzimas.

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

I) Caracterizar la unidad de transcripcion del gen iytA.

i) Identificacion del promotor del gen IytA.

i ) Identificacién del terminador del gen IytA.

iii) Aplicacién de la unidad de transcripcién del gen IytA al disefio de nuevos vectores
plasmidicos para el andlisis de la transcripcién en S. pneumonige y en otras bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas.

2) Estudiar la regulacién celular de la amidasa LYTA.,

i) Estudiar la expresién del gen IytA durante el crecimiento celular de neumococo.

ify Estudiar la expresién de un gen JytA truncado y de la enzima truncada codificada por
éste (cepa de neumococo EM3).

iif) Estudiar la localizacién subcelular de la amidasa LYTA en su sistema homdlogo y en E.

coli.
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3) Estudiar la relacién estructura-funcién en la amidasa LYTA.
i) Construccidn de enzimas quiméricas entre la amidasa LYTA vy las lisozimas de los fagos
que infectan a S. pneumoniae, analizando las implicaciones evolutivas de estos estudios.

ity Clonacién y expresion en E. coli del dominio N-terminal de la enzima LYTA.

4) Caracterizar el sistema autolitico de S. pneumonige 101/87, una cepa atipica (DOC")
de origen clinico,

i) Clonacion y secuenciacion del gen que codifica para la enzima autolitica de esta cepa.

ii) Clonacidn y expresién del gen que codifica para la enzima autolitica de la cepa 101/87

en S. pneumonige M31.
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Il. MATERIALES Y METODOS
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|I. ESTIRPES BACTERIANAS, BACTERIOFAGOS Y PLASMIDOS.

Para el desarrollo del presente trabajo se utilizaron las estirpes bacterianas, los bacteriéfagos

y los plasmidos que se detallan en la Tabla |.
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO,

Las cepas se conservaron congeladas a -70 ©C en medio de cultivo al que se afiadi6 glicerol al
10% (v/v). En' el momento de sembrarlas se descongelaron, incubindose en los medios
correspondi 37 °C indique | i itaci I d

pondientes a , 2 menos que se indique lo contrario, con agitacion para las cepas de

E. coliy sin agitacion para las cepas de S. pneumoniae y S. oralis.

2.1. S, pneumoniae y S. oralis.

Para el cultivo de S. pneumonige y S. oralis se utilizd el medio C+Y : medio CpH8 (Tomasz y
Hotchkiss, 1964) suplementando con extracto de levadura 0.08% (p/v) (Difco). Para cultivos en
medio sélido se afiadié al medio C+Y, agar (1 % concentracién final) y catalasa (250 unidades/ml)
(Boehringer Mannheim).

Las cepas de S. pneumonige que contienen en sus acidos teicoicos residuos de etanolamina en
lugar de residuos de colina, se obtuvieron prolongando el cultivo de la cepa correspondiente
durante mis de 10 generaciones en un medio definido (Cden) utilizando el aminoalcoho!
etanolamina en lugar de colina (medio Cden-EA) (Tomasz, 1964).

Las cepas de neumococo transformantes que contienen el plismido pLSI o derivados de
éste, se seleccionaron mediante su cultivo en medio C+Y en presencia de tetraciclina a una
concentracion de 0,8 pg/ml (medio liquido) o | ug/ml (medio sdlido). Una vez seleccionadas las
cepas, los posteriores cultivos se realizaron en medio C+Y sin tetraciclina ya que el plasmido
pLSI y sus derivados son muy estables ain en ausencia de presidn selectiva. Las cepas de S. oralis
que contienen el plasmido pLSE|l o derivados de éste se seleccionaron mediante su cultivo en
medio C+Y en presencia de eritromicina (10 pg/ml).

El crecimiento de S. pneumonige y S. oralis se siguié por nefelometria con el empleo de un
Nefelometro Coleman modelo 9, calibrado para contaje de viables en neumococo [N = 7,5 x

103 unidades formadoras de colonias (UFC)/ml]. :

2.2. E.coli. .
Para el cultivo de E. coli se utilizd el medio LB descrito por Maniatis y cols. (1982),

afiadiendo agar al {% (p/v) para cultives en medio sblido. Las cepas de E. coli RB791 y DHI



TABLA |. Cepas bacterianas, plasmidos y bacteriéfagos.
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Cepa Plasmido Genotipo o Fenotipo Referencia

relevante
£ cori T
HB101 —— hsd (r~, m™) rechl3 Boyer y Rouland-Dusgoix (1969)
HB101 pBR322 AapR, TcR Bolivar y cols. (1977)
HB101l PBR325 ApR, cmR, TcR Bolivar {(1978)
HB10O1 pGLB0 lyta, apR, cmR Garcia y cols. (1986c)

HB101 PGL81 lyta, ApR, cmR, TcR  Garcia Yy cols. (1987b)
HB101 pPGL65S 1lytA, ApR S&nchez-Puelles y cols. (1986a)
HB101 pGL30  IytA, ApR Garcia y cols. (1985a)

HB101 poL83  lyta, ApR, cm®, TcR  Garcia y cols. (1987b)

HB10O1 pCIP50 cpll, ApR, TcR Garcia y colg. (1987a)
HB101 pCP70 cpl7, ApR, cm® Garcia y cols. (1990)
NF929 pGR46 CmR An y Friesen (1979)
C600 — thi-1l, leuB, thr-1 Appleyard (1954)

ce00 PLS1 TR Lacks y cols. (1986a)
c600 pLSE1l TcR, ErR Ronda y cols. (1988)
JMB3 - lacZaMis (rt, m*) Messing, J. (1983)
JM83 puci3  apR Messing, J. (1983)
JM83 pucis  apR Messing, J, (1983)
JM83 pucie  apR Messing, J. (1983)

NL8 - W620 nad::Tnl0 tolAl Fognini-Lefebvre y cols,.(1987)
TG1 -—— F'(lacI9 lacZoMl1s) Gibeon (1984)

RB791 --- W3110 lacr9 Brent y Ptashne (1981)
RB791 pGL100 Iyta, ApR Garcia y cols. (1987b)
RB791  pINIIIA3 ApR Inouye e Inouye-(1985)
DH1 -— hsd (r~, m™) rechl Low (1968)

DH1 pCP700 cpl7, ApR Este laboratorio

GM119 ——— dem6 dam3 metBl Arraj y Marinus {1983)
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TABLA | (continuacion). Cepas bacterianas, plismidos y bacteridéfagos.

—— T s A T T T T T S oy S S S S P A S e e e e e A S 0 S T S e T S T S S e S T T S -

Cepa Pldsmido

Genotipo o Fenotipo
relevante

Referencia

S. pneumoniae

R6 -—
M11 —
M31 -—
M31 PRG2
M22 -
746 -—
CP1000 -—
801 pLS1

101/87 -—

S. oralis

NCIC11427

NCTC11427 pLSEL

Bacteribfagos
M13mplO

M13tgl30
Dp-1
Ccp-1
Ccp-7

HB-3

ceba salvaje
hex-4 end-1 exo-2 Lyt‘
Hex™, alytA

lyta, TcR

Hex™, str-41, Lyt*
lisogénica, Dpnll
DpnI~, DpnIl~

mals591, sul-d, TcR

optoquinaR, poc~

cepa salvaje

TcR, EcR

Rockefelier University

Garcia y cols, (1985h)
S&nchez-Puelles y cols. (1986a)
Ronda y cols. (1987)

Ronda y cols. (1988)

5. A. Lacks

Shoemaker y Guild (1%74)

S. A. Lacks

Fenoll y cols. {(1990)

Nat. Collection Types Cultures

Ronda y cols. (1988)

Messging (1983)

Kieny y cols. (1583)

LéSpez y cols. {(1977)

Ronda y cols., (1981)

Lépez y cols. (1984b)

Bernheimer (1979)
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portadoras del plasmido pIN-ill-A3 y derivados de éste se cultivaron en medio LB al que se aiiadid

lactosa al 2% (p/v), en estas condiciones la lactosa actla como un inductor de la expresion génica
regulada por el promotor-operador del gen lacZ.

La concentracidn de antibidtico afiadida al medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue

de 100 pg/mi para la ampicilina, 10 ug/ml para la tetraciclina, y 20-30 pg/ml para el cloranfenicol.

El crecimiento de las cepas de E. coli se siguié por turbidimetria a 550 nm con un

espectrofotdmetro Shimadzu UV 260.

3. DETERMINACION DEL FENOTIPO LYT (DOC).

3.1. En medio de cultivo sélido.

La determinacion del fenotipo Lyt en neumococo se basa en el hecho de que las cepas
cultivadas a 37 ©C y que contienen la amidasa autolitica (fenotipo Lyt ) se lisan en presencia de
detergentes, mientras que las cepas que no la poseen (fenotipo Lyt") no se lisan en estas
condiciones (Lacks, 1970). Aunque esta afirmacioén era valida hasta hace poco tiempo, en esta
Tesis se presentara su primera excepcion (apartado 7. de Resultados).

La rmetodologla para la determinacidn del fenotipo Lyt en neumococo ha sido desarrollada
por Garcia y cols. (1985 b). En esencia, consiste en que sobre la superficie de una placa con
colonias de neumococo Lytt y/o Lyt se deposita un filiro de nitrocelulosa seco y estéril
(Millipore HATF; tamaiio del poro 0,45 um). Posteriormente, este filtro se separa de la
superficie de la placa y se coloca durante |0 minutos a 37 OC sobre un fieltro impregnado en el
detergente desoxicolato sddico (DOC) (Fluka) al 1% (p/v) tamponado con fosfato sddico 50
mM, pH 8,0. A continuacién, el filtro se deja secar durante 20-30 segundos a temperatura
ambiente, y se tifie con una solucidn de azul de Coomassie (Swank y Munkres, 1971) durante |
minuto. Después, los filtros se destifien con una solucién de acido acético al 7,5% y metanol al
25%, se limpian mediante frotacidn suave, se lavan con agua abundante vy, finalmente, se secan
con aire caliente. Las colonias Lytt (se habrin lisado y liberado proteinas) aparecen como
manchas azules mientras que las Lyt” lo hacen como circulos blancos. Esta técnica tiene un gran
poder de resolucién ya que permite identificar una colonia de fenotipo Lyt™ entre 10.000
colonias de fenotipo Lyt t, o viceversa. |

Para la determinacién del fenotipo Lyt en cepas de S. oralis que contienen clonado el gen fytA
se siguid la misma técnica que la comentada anteriormente para neumococo (Ronda y cols.,
1988).
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3.2. En medio de cultivo liguido.

Las cepas de S. pneumonige cultivadas en medio liquido se trataron con el detergente
desoxicolato sédico (DOC) basicamente como se describe en Tomasz y cols. (1975). En
resumen, a | ml de células en fase exponencial de crecimiento se afladen 0,1 ml de tampén
fosfato sbdico | M, pH 8,0 y 0,1 ml de una solucion de desoxicolato sédico al 10% (p/v). Tras
incubacién a 37 ©C durante 5 minutos se determina la turbidez de la suspension. Si la suspensién
se vuelve transparente, el fenotipo de la cepa es DOC™; pero si, por el contrario, fa suspensidn
no reduce su turbidez, el fenotipo de la cepa es DOC".

El tratamiento de las células con el detergente Tritdn X-100 (Probus) se realizd de idéntica

manera a como se ha descrito para el desoxicolato.

4. CURACION FENOTIPICA DE NEUMOCOCO.

Los experimentos de curacion fenotipica de las cepas de neumococo Lyt se realizaron como
se describe en Tomasz y Waks (1975). La curacidén consiste en la adicidon de una enzima
hidrolitica de la pared celular de neumococo a un cultivo de una cepa Lyt™ en fase exponencial
temprana de crecimiento. Se dice que dicha cepa se ha curado cuando ésta sufre la autolisis al
alcanzar la fase estacionaria de crecimiento, un comportamiento similar al que experimenta una
cepa Lyt * de forma natural.

En los experimentos de curacion fenotipica realizados en esta Tesis se ha utilizado la cepa de
neumococo M31, un mutante que carece del gen lytA (Sanchez-Puelles y cols., 1986 a), cultivada
a 37 ©°C en medio C+Y. A esta temperatura de incubacién la autolisina minoritaria de
neumococo, la glucosaminidasa, presenta una baja actividad y el fenotipo de la cepa M3!
determinado como se describe en el apartado 3. es Lyt” (DOC) (apartado 4.6.1.2. de la

[ntroduccion).

5. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFORMACION GENETICA.

5.1. Transformacion de S, pneumanige.

La preparacion de células competentes para realizar la transformacidn genética en S,
pneumoniae  ha sido descrita por Tomasz (1970). Los cultivos de neumococo poseen
competencia natural en una determinada etapa del crecimiento (la comprendida entre 280 N y

300 N), que es cuando se sintetiza el factor necesario (factor de competencia) para'la induccidn
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del estado competente. Una vez que el-cultivo alcanza esta concentracidn celular, se le aiade
glicerol al 10%, y se congela ripidamente. Las células conservadas a -70 ©C mantienen la
competencia sin pérdida apreciable durante varios meses.

El método de transformacién utilizado fue esencialmente el descrito por Barany y Tomasz
(1980), excepto que la incubacién con el DNA transformante se reaiizd a 30 ©C durante 40
minutos en medio CpH8 suplementado con seroalbimina bovina al 0,08% (p/v). Después los
cultivos se incubaron a 37 °C durante 120 minutos en medio C+Y suplementado con
seroalbimina bovina al 0,08% (fase de expresidn), antes de la siembra 2 37 °C en el medio sélido
adecuado para cada transformacion.

Para determinar el indice de competencia de los cultivos se realizd la transformacién en
medio liquido utilizando como DNA donador el DNA cromosémico de la cepa de neumococo
M22, que confiere resistencia a 140 pg/ml de estreptomicina. Se siguid el procédimiento descrito
anteriormente, con la diferencia de que las diluciones correspondientes se sembraron en medio
liquido C+Y en presencia de estreptomicina (140 ug/mf) y del factor anti-R (anticuerpos que

reconocen la pared celular de las formas R de neumococo) (Tomasz, 1970).

5.1.1. Obtencidn y valoracidn del factor de competencia.

El factor de competencia se obtuvo empleando la cepa de neumococo MI | y siguiendo el
método que se describe en Tomasz y Mosser (1966). La capacidad dicho factor para inducir la
competencia en neumococo s¢ valoré mediante |2 transformacion de células no competentes de
la cepa R6, utilizandose la técnica de transformacion en medio liquido descrita en el apartado 5.1.
y el factor de competencia aislado.

Para obtener células no competentes de la cepa Ré se cultivd ésta en medio C+Y,
tamponado a un pH inicial de 6,6, hasta alcanzar una concentracidn celular equivalente a 80-100
N (Tomasz, 1966).

5.2, Transformacidn de $, oralis.

S. oralis, al igual que neumococo, presenta competencia natural, aunque ésta es mixima a una
concentracion celular (3,5 x 107 UFC/ml) inferior a la descrita para neumococo (Ronda y cols.,
1988). La transformacién de S. oralis se realizd de forma similar a como se ha detallado para S.

pneumoniae. )

5.3. Transformacién de E. ¢oli.
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Las cepas de E. coli se transformaron con el método del RbCl (Kushner, 1978), a excepcién

de la cepa E. coli TG que se transformd con el método del CaCly (Messing, 1983).

6. OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS CELULARES.

Para obtener extractos crudos de las cepas de E. coli, se cultivaron éstas en 100 ml del medio
indicado en cada caso a 37 ©C durante 12 horas (fase estacionaria de crecimiento). Para obtener
extractos crudos de S. pneumoniae y S. oralis, se cultivaron las cepas correspondientes en 10 ml
del medio indicado en cada caso 2 37 ©C hasta alcanzar una concentracién celular de 3-5 x 108
UFC/ml (fase exponencial media).

A continuacién, los cultivos se enfriaron a 4 °C y se centrifugaron a 6,000 x g durante 10
minutos, resu5pendiéndosé las células en 6 ml de tampdn Tris-maleato 50 mM, pH 6,5 (tampén
TM) para las cepas de E. ¢oli y en 10 ml de tampdn TM para las cepas de S. pneumoniae y S. oralis.
Una vez homogeneizada 1a suspensibn, las células se rompieron en un sonicador MSE modelo
MK2 mediante cuatro tratamientos de |0 segundos cada uno, manteniendo siempre la muestra 4
OC. Finalmente, la suspensién sonicada se centrifugd a 4 °C y 10.000 x g durante |0 minutos
para eliminar los restos celulares. El sobrenadante de esta centrifugacion (extracto crudo) se
conservd a -20 °C. La concentracién de proteina en el extracto se determiné mediante el

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

7. TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR EN E. coli.
7.1. Fraccionamiento subcelular mediante choque gsmético.

El choque osmbtico de los cuitivos de la cepa E. cofi CM21 [HB10I (pGL80)) se reatizd
como se describe en Nossal and Heppel (1966). Para ello, se cultivd la cepa CM21 en 25 ml de
medio LB con ampicilina hasta alcanzar una densidad éptica a 550 nm de 0,5 (fasé exponencial
media). Las células del cultivo se concentraron mediante centrifugacién, se resuspendieron en 10
ml de la solucion de plasmolisis [Tris-HCl 100 mM, pH 8,0; EDTA | mM y sacarosa al 20% (p/v)],
y se incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. Con este tratamiento se liberan
parte de las proteinas que se localizan en el periplasma de la bacteria. Posteriormente, las células
se centrifugaron a 8,000 x g durante 20 minutos 2 4 °C, El sobrenadante constitufa la fraccién
de sacarosa y el sedimento las células plasmolisadaé. Estas se resuspendieron suavemente en 10

ml de agua a 4 ©C y se mantuvieron a esa temperatura durante otros 10 minutos (choque
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hipotdnico). Con este tratamiento se liberan las proteinas periplismicas que no lo han hecho
previamente en la fraccion de la sacarosa. Después de una centrifugacién de 10 minutos a 4 °Cy
5.000 x g, se separd el sobrenadaﬁte (fraccibn HyO) del sedimento (fraccion celular). Este
Gltimo se resuspendid en tampén TM y las células se rompieron mediante sonicacion a 4 °C (con
dos tratamientos de 10 segundos cada uno). La fraccién soluble {citoplasma) y la sedimentable
(envolturas celulares) se separaron mediante ultracentrifugacién a 100,000 x g durante 60

minutos.

7.2, Fraccionamiento subcelular mediante la formacién de esferoplastos.

Se siguid el procedimiento descrito por Koshland y Botstein (1980). Para ello, se cultivd
la cepa E. coli CM2I en 25 m! de medio LB con ampicilina hasta alcanzar una densidad ptica a
550 nm de 0,5 (fase exponencial media). Las células del cultivo se concentraron mediante
centrifugacién y se resuspendieron en 2,4 ml de una solucién [Tris-HCI 100 mM, pH 8,0; EDTA
0,5 mM y sacarosa al 20% (p/v)] que contenia 0,24 mg de lisozima. Después de una incubacion a
4 OC durante 15-20 minutos, los esferoplastos formados (visualizados al microscopio) se
estabilizaron afiadiendo 45 ul de MgCly M. La centrifugacidn a 8.000 x g durante 20 minutos a
4 ©C origind un sobrenadante que contenia proteinas periplismicas (fraccion periplasmica), y un
sedimento celular que se sometid a choque hipotdnico mediante resuspension en 10 ml de agua a
4 ©C y agitacidn a esta temperatura durante 10 minutos. En este caso, y a diferencia de lo
comentado en el apartado 7.!., el choque hipotonico libera las proteinas citoplismicas, La
fraccidn soluble (citoplasma) se separ® de la fraccibn sedimentable (envolturas celulares)
mediante ultracentrifugacién. La eficiencia en la formacién de esferoplastos fue mayor del 95 %,
como se pudo comprobar por observacion directa al microscopio de contraste de fase, asi como
también por la reducida actividad amidasica detectada en el sedimento de una centrifugacidn a

baja velocidad de los esferoplastos cuando éstos ya habian sufrido el choque hipoténico.

8. OBTENCION DE LAS PAREDES CELULARES DE NEUMOCOCO.

8.1. Marcaje radiactivo de las paredes celulares.

El marcaje de las paredes celulares de S. pneumoniage con [metﬂ-'?’H]colina (60 Ci/mmol;
Amersham) o con Le[4.5-3H]Iisina (40 Ci/mmol, Amersham), se llevd a cabo afadiendo el
isbtopo correspondiente a fa cepa R6 cultivada en medio CpH8 segin se describe en Mosser y
Tomasz (1970).
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Para el marcaje de las paredes celulares que contienen etanolamina en lugar de colina, se
afiadio [2- ! 4CJetanolamina (44 mCi/mmol, Amersham) o L-[4,5-3H]lisina (40 Ci/mmol) a la cepa
Ré cultivada en medio Cden-EA segln se describe en Holtje y Tomasz (1975 b).

8.2, Aislamiento y purificacién de las paredes celulares,

Para ilevar a cabo el aislamiento y purificacidn de las paredes celulares se siguid basicamente el
método desarrollado por Garcia-Bustos y Tomasz (1 987). En resumen, se cultivo la cepa tipo Ré
en medio CpH8 o en medio Cden-EA, para la obtencién de paredes que contienen etanolamina,
en presencia del isétopo correspondiente hasta que el cultivo alcanzd una concentracion celular
de 3,7 x 108 UFC/ml. Las células se centrifugaron a 6.000 x g durante 10 minutos a 4 °C y el
sedimento resultante se resuspendid en tampdn fosfato-salino (tampon fosfato 20 mM, pH 6,9 y
NaCl 0,15 M). Posteriormente, la suspensién celular se calenté a 90 ©C durante 30 minutos en
presencia de SDS al 4% (p/v) con el fin de inactivar la autolisina. Después de varios lavados con
agua destilada para eliminar el SDS, la células se rompieron mediante agitacidn intensa con bolas
de vidrio (Ballotini No. 13, Serva). El restante tratamiento hasta la obtencién de las paredes
celulares se realizd como se describe en Garcia-Bustos y Tomasz (1987). Finalmente, las paredes
celulares se resuspendieron de forma homogénea en tampon SPSH (tampén fosfato sédico 25
mM, pH8,0; B-mercaptoetanol 20 mM y NaCi 0,85%).

9. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA.

9.1. Determinacién de la actividad de las enzimas que hidrolizan la pared celufar de
neumococo.

9.1.1. Ensayo enzimatico de los extractos obtenidos de E. coli.

Los extractos crudos de cepas de E. coli transformantes que expresan una actividad hidrolitica
de pared se ensayaron siguiendo el procedimiento clisico para la determinacién de la actividad
amidasica en neumococo (Mosser y Tomasz, 1970), pero con algunas modificaciones.

Previamente a la reaccién, el extracto celular se preincuba a 4 ©C durante 10 minutos en
presencia de colina a una concentracién final de 140 mM (2%, p/v) (Briese y Hakenbeck, |1985).
La preincubacién tiene como objetivo la conversién de aquéllas enzimas que requieren este

proceso para alcanzar su actividad enzimditica maxima, ya que en E. coli se sintetizan en su forma



72

de baja actividad catalitica (forma E para la amidasa LYTA). Después de esta preincubacién, la
colina afiadida se diluye con tampdn TM hasta una concentracién final inferior al 0,01%, con ello
se evita el efecto inhibidor de este aminoalcohol sobre la actividad hidrolitica de pared al
competir con los residuos de colina de las paredes celulares (apartado 4.6.1.1.2. de la
Introduccion).

La mezcla de reaccién contiene 200 ul de tampdn TM, a los que se afiaden |0 ul de paredes
celulares de neumococo marcadas radiactivamente (sustrato) y de 5 a 30 ul de la dilucién
adecuada del extracto celular convertido. La incubacidn se realiza a 37 ©C durante 10 minutos, y
fa reaccidn se detiene mediante la adiciéon de 10 ul de formaldehido al 35% y 10 ul de
seroalbimina bovina al 4%. Las muestras se centrifugan en una microfuga Hettich a 10.000 x g
durante 10 minutos. A 150 ul del sobrenadante de cada muestra se les afade 3,5 ml de liquido de
centelleo (Cocktail-22 Normascint, Scharlau) y se determina la radiactividad en un contador de
centelleo liquido LKB Wallac (modelo 1219 Racbeta). Una unidad de actividad enzimatica se
define como la cantidad de enzima que cataliza la hidrolisis (solubilizacidn) de | 1g de pareden 10

minutos {Holtje y Tomasz, 1976).

9.1.2. Ensayo enzimatico de los extractos obtenidos de S. pneumonige.

Dado que las células de S. pneumonige cultivadas en medio C+ Y poseen colina, l0s extractos
celulares obtenidos de cultivos de esta bacteria no requieren preincubacién en presencia de este
aminoalcohol. El ensayo enzimitico se realiza en tampén TM al que se afiade el detergente Brij
58 (Sigma) a una concentracién final del 0,1% (p/v). El detergente libera las enzimas unidas a la
membrana celular y, por lo tanto, elimina la accién inhibidora del LTA que contiene colina sobre
la actividad de las enzimas liticas de pared que requieren este aminoalcohol (Briese y Hakenbeck,
1985). Al mismo tiempo, el detergente per se también incrementa de 3 a 5 veces la actividad de
estas enzimas.

La mezcla de reaccién, que contiene 200 pl de tampon TM con Brijal 0,1% y de 5 a 30 ul de
la dilucidn adecuada del extracto que se desea ensayar, se mantiene durante 5 minutos a
temperatura ambiente para que el detergente solubilice las membranas. Después se aifiaden 10 ul
de paredes celulares de neumococo marcadas radiactivamente, y se incuba a 37 ©C durance 10
minutos. La reaccién se detiene y la radiactividad liberada se valora como se ha descrito en el
apartado 9.1.1. _

Los ensayos enzimaticos de los extractos obtenidos de §. oralis se realizaron de idéntica

forma.
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9.1.3. Ensayo enziméticg de las grotet’nas gurificadas.

Las enzimas hidroliticas de pared se purifican en presencia de colina (apartado [2.1.), por lo
que no requieren preincubacion con el aminoalcohol. La mezcla de reaccion contiene 200 ul de
tampdn TM, 10 ul de paredes celulares de neumococo marcadas radiactivamente y 10 ul de de la
dilucién adecuada de la enzima purificada. La incubacién se realiza como se ha descrito en el

apartado 9.1.1.

9.2, Determinacion de a actividad de la B-lactamasa y de |a ICDH,

La actividad de la B-lactamasa se determiné mediante el método espectrofotométrico de
Ross y O'Callaghan {1975). Para valorar la actividad de la isocitrato-deshidrogenasa (JCDH) se

siguid el método de Smith y cols. (1987).

10. CONVERSION DE LA AMIDASA LYTA IN VIVO EN_CELULAS
PLASMOLISADAS DE E. coli CM21.

Las celulas de E. coli CM2] [HBI01 (pGL80)] se cultivaron en 4 ml de medio LB con
ampicilina hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento. Después de una centrifugacion se
resuspendieron en | ml de tampén de plasmolisis (apartado 7.1) al que se afadid tetraciclina (10
pg/ml) y espectinomicina (100 ug/ml). Una alicuota se incubd a temperatura ambiente durante {0
minutos en presencia de colina 70 mM, otra alicuota (control) también se incubé durante 10
minutos a temperatura ambiente pero en ausencia de colina. En estas ¢ondiciones experimentales
la sintesis de novo de proteinas en la célula se inhibe por accién de los antibiéticos y la colina,
aunque penetra al espacio periplismico celular, no puede ser transportada hasta el citoplasma de
la célula (Styrvold y cols., 1986), como se ha puesto de manifiesto en nuestro laberatorio
utilizando [meti!-3H]colina como marcador, Posteriormente, las células se centrifugaron a 8.000
x g durante 20 minutos a 4 °C, El sobrenadante constituia la fraccién de sacarosa y el sedimento
lo formaban las células plasmolisadas. Este sedimento se resuspendié en tampdn TM y las células
se rompieron por sonicacidn (fraccién celular). Por (ltimo, en la fraccién de sacarosa y en la
fraccion celular se determind la actvidad amidisica mediante ensayos enzimiticos con o sin
preincubacidn en presencia de colina (apartado 9.1.1.).

Estas condiciones experimentales permiten conocer el porcentaje de amidasa LYTA
convertida 2 la forma C por la colina afadida al tampdn de plasmolisis y, por lo tanto, el

porcentaje de enzima accesible al espacio periplasmico de la célula.
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It. OBTENCION DEL SUERO __ ANTI-AMIDASA LYTA. ANALISIS
INMUNOCITOQUIMICO EN NEUMOCOCO Y E. coli CM21.

El suero de conejo frente a la amidasa LYTA de S. pneumonice se prepard segln se
describe en Garcia y cols. (1982).

Para el marcaje de células intactas de S. pneumoniae R6 y M3| (pRG2) y de E. coli CM21
[HB10I (pGL80)) con los anticuerpos anti-amidasa LYTA, las células de un cultivo (0,5 ml) en
fase exponencial de crecimiento se resuspendieron en 0,25 m! de tampén fosfato-salino, pH 7,4,
y se incubaron durante | hora a 4 °C con 25 ul de suero anti-amidasa LYTA, El exceso de
anticuerpos se eliminé mediante dos lavados sucesivos con 0,5 ml de tampdn fosfato-salino cada
uno. Las células lavadas se resuspendieron en 200 ul de tampdn fosfato-salino y se incubaron
durante | hora a 4 °C en presencia de 10 ul de inmunoglobulinas (IgGs) de cabra anti-IgGs de
conejo marcadas con oro coloidal (AuroProbe EM GAR G1 5, Jansen Life Sciences Products). El
exceso de 1gGs se elimind mediante un exhaustivo lavado con aguaz destilada. La suspensidn
celular se examind en un microscopio electrénico Philips EM 300.

Para el marcaje de secciones ultrafinas de células de E. coli CM21 con los anticuerpos
frente a la amidasa LYTA, las células se lavaron previamente con tampén cacodilato sbdico 0,1
M, pH 7,4. El sedimento celular se resuspendié de nuevo en tampdn cacodilato y se sometid a un
proceso de fijacion durante | hora a 4 °C en presencia de paraformaldehido (40 mg/ml) y
glutaraldehido {0,2%, v/v). Después de varios lavados con tampdn cacodilato, las células se
incluyeron en agar y se deshidrataron mediante pases sucesivos en soluciones de etanol.
Posteriormente, las muestras se pusieron en contacto con una resina Spurr a 60 ©C durante 24
horas (polimerizacién). Las secciones celulares se obtuvieron con la ayuda de un ultramicrotomo
y se incubaron a temperatura ambiente en las siguientes condiciones: incubacidén durante | hora
con el tampdn A (Tris-HCI 10 mM, pH 7,4; azida sédica 0,02%; NaCl 0,9%:; polietilenglicol
20.000 a 0,5 mg/ml y seroalbGmina bovina a 20 mg/ml), y posteﬁormente durante otra hora con
una dilucién 1:10 (en tampdn A) del suero anti-amidasa LYTA. Seguidamente, las muestras se
lavaron 6 veces con el tampén A, y se incubaron a temperatura ambiente durante | hora con la
dilucién 1:10 (en tampdn A) de las IgGs de cabra anti-lgGs de conejo marcadas con oro coloidal.
Después de 6 lavados sucesivos con el tampén A seguidos de 3 lavados con agua destilada, las
muestras se observaron al microscopio electronico, previa tincion con acetato de uranilo y

citrato de plomo seglin se detalla en Reynolds (1963).
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12. PURIFICACION DE LAS ENZIMAS LITICAS DE PARED DE NEUM_OCOCO Y
DE SUS BACTERIOFAGOS.

12.}. Purificacién mediante cromatografia en DEAE-celulosa.

Las enzimas de neumococo y de sus bacteriofagos que hidrolizan la pared celular de esta
bacteria y cuya actividad depende de la presencia de residuos de colina en los icidos teicoicos del
sustrato, se purificaron en un solo paso mediante una cromatografia de afinidad utilizando
columnas de DEAE-celulosa segin se describe en Sanz y cols. (1988).

Las enzimas se purificaron a partir de los extractos celulares obtenidos de las cepas
transformantes de E. coli cultivadas hasta la fase estacionaria de crecimiento (12 horas) en el
medio de cultivo adecuado para cada caso. Los extractos crudos se obtuvieron, después de
concentrar las células 30 veces en tampodn TM, mediante la ruptura de las mismas en una French-
press (Americam Instruments Company) a una presion de 1.100 pascales y posterior
centrifugacién a 4 °C y 10,000 x g durante 30 minutos. El sobrenadante de esta centrifugacion
se aplicd a una columna de DEAE-celulosa (Sigma) equilibrada en tampén TM, y el restante
proceso de purificacion se realizé a 4 ©C. Después de lavar [a columna con 3 volimenes de
tampon TM que contenia NaCl 1,5 M, [a enzima retenida por interaccidn especifica con el DEAE
(andlogo de la colina) se eluyd con tampdn TM que contenfa NaCl 1,5 M y colina 140 mM. Las
fracciones en las que se detectd actividad hidrolitica de pared se dializaron durante 12 horas
frente a 300 voliimenes de tampdn TM. La concentracion de la proteina purificada se determind
mediante el método de Bradford, y su pureza se analizdb mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida-SDS (apartado 13.). Las enzimas se conservaron a -20 °C.

12.2, Purificacion de la lisozima CPL7 y de la amidasa LC7.

La lisozima CPL7 y la amidasa LC7 no presentan afinidad por la colina, por lo que su
purificacion no se puede realizar en un solo paso mediante una cromatografia en DEAE-celulosa.
Los extractos crudos de las cepas de E. coli que expresan estas proteinas se obtuvieron como se
indica en el apartado |12, l'. y se sometieron a una precipitacidn fraccionada con sulfato aménico
(20%-50%). El proceso de purificacion se realizé a 4 ©C., La fraccidn sedimentable después de la
precipitacion con sulfato amdnico al 50% de saturacién se resuspendié en [0 ml de tampdn TM y
se aplicd a una columna (6 x 90 cm) de cromatografia por filtracién en gel (Biogel-P60, Bio-Rad).
La elucidn se realizd con tampén TM, y las fracciones en las que se detectd actividad hidrolitica

de pared se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.
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13. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS.

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en condiciones
desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sodico (SDS). La técnica empleada fue la descrita
por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa (160 x 100 x 2 mm) al 10% o
15%. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en presencia del tampdn de ruptura (Tris-HC|
62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%; B-mercaptoetanol al 5%; glicerol al 10% y azul de bromofenol al
0,0059%). Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y corriente constante (50
mA), utilizando un electrolito que contenia Tris-HCI 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-250 segln se describe
en Swank y Munkress (1971). Las proteinas empleadas como marcadores de tamafio molecular se

adquirieron a la casa comercial Bio-Rad.

14. DETERMINACION DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LA AMIDASA
LYTA.

La secuencia de aminoacidos N-terminal de la amidasa LYTA se determind mediante el
método de degradacion de Edman segiin se describe en Lopez y cols. (1982 b). Se utilizd un

secuenciador automatico modelo 477A (Applied Biosystems).
I15. EXTRACCION DEL DNA CROMOSOMICO DE NEUMOCOCO.

Para la extraccion del DNA cromosdmico de las cepas de neumococo con fenotipo Lyt se
parti® de un cultivo de células en fase exponencial de crecimiento {400 N). El sedimento celular
se lavé con tampén TES (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM y NaCl 150 mM) y las células
se resuspendieron finalmente, en 1/50 del volumen del cultivo, en tampén de lisis (Tris-HCI 0,05
M, pH 8,0; EDTA 0,03 M; Sarkosyl al 0,4% y Tritdbn X-100 al 0,1%) (Morrison, 1978). La
suspensidn celular se incubé a 37 ©C hasta que se volvid transparente (lisis celular), y se tratd
durante 30 minutos a 37 °C con RNAasa (100 ug/ml) y Proteinasa K (100 pg/ml),
respectivamente. Por Ultimo, se afiadié CsCl a la suspensién hasta que ésta alcanzd una densidad
de 1,700 g/cm3 (equivalente a un indice de refraccion de 1,3995), y se centrifugd en un rotor
Beckman VTi 50 a 130.000 g durante 24 horas ar20 OC. De la fraccidn que contenia el DNA, la
de mayor viscosidad, se aislo éste mediante precipitacibn y posterior resuspensién en tampén TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA | mM). La concentracion de DNA se estimé a partir de la
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absorbancia de la preparacién a 260 nm. Una unidad de absorbancia a 260 nm equivale a una
concentracidn de DNA de 50 ug/ml.

Para la extraccidn del DNA cromosdmico de las cepas de neumococo con fenotipo Lyt las
células se resuspendieron en tampén Tris-HCI 50 mM, pH 7,0 y se curaron (Tomasz y Waks,
1975) con la adiciébn de 1/3.000 del volumen del cultivo de enzima LYTA purificada a una
concentracion de |15 mg/ml. La curacién se prolongd durante 15 a 37 °C. A continuacion, se
afiadi®6 EDTA (30 mM) y los detergentes Triton X-100 (1%, viv) y Sarkosyj (0.4%, p/v),
incubandose 1a suspension a 37 ©C durante 20 minutos. Posteriormente, la muestra se sometid

a una ultracentrifugacién como se ha descrito anteriormente.

16. PREPARACION DE PLASMIDOS.

La preparacién de plasmidos a partir de cepas de E. coli se realizé utilizando el método de
Birnboim y Doly (1979) tal y como lo describen Maniatis y cols. (1982). La extraccidon de
plasmidos de las cepas de S. pneumoniae y S. oralis en fase exponencial de crecimiento se llevo a
cabo siguiendo el método de Birnboim y Doly, con la modificacion consistente en que Ia lisis
celular se realizd mediante la resuspensidn de las células en tampdn fosfato sédico 50 mM, pH
8,0, y posterior incubacién a 37 °C durante 15 minutos en presencia de desoxicolato sodico
(1%, p/v). Para la extraccién de plasmidos de las cepas con fenotipo Lyt”, las, células se curaron

con amidasa LYTA durante 30 minutos a 37 ©C antes de la adicién del desoxicolato.

16.1. Determinacion del nimero de copias de los plasmidos en neumococo.

Para la determinacién del nimero de copias de los plasmidos en neumococo se utilizd el
procedimiento descrito por Lacks y cols, (1986 a). En resumen, las células con el plasmido
correspondiente se cultivaron en medio C+Y en presencia de [3H]desoxitimidina (Amersham)
(10 uCi/ml concentracién final) hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento.
Posteriormente, el cultivo se concentro 25 veces y se realizd la lisis celular (Lacks y cols., 1986
a). El extracto (100 ul) se sometid a una electroforesis en geles de agarosa al 0,7% {apartado
18.) y se determind la radiactividad correspondiente al DNA cromosémico y al DNA plasmidico.
Como control se utilizd la cepa de neumococo 801 (pLSt), cepa que contiene 24 copias del
plasmido pL.S!. El nGmero de copias del plasmido se calculé como : CPMp|3smido % 3.000/ CPM
Cromosoma X Tamafio (kb} pissmido. donde 3.000 representa el tamafio del genoma de

neumococo expresado en kb (Lacks y cols., 1986 a).
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17. MANIPULACION DEL DNA CON ENZIMAS DE USO COMUN EN BIOLOGIA
MOLECULAR.

Las endonucleasas de restriccion se obtuvieron de Boehringer Mannheim, Amersham,
Pharmacia y New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo de
Boehringer Mannheim. Amersham suministré la DNA ligasa y la polinucleétido quinasa del fago
T4, asi como el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli. Todas las enzimas y sus
tampones correspondientes se utilizaron siguiendo las indicaciones recomendadas por las casas

suministradoras.
18. ELECTROFORESIS DEL DNA EN GELES DE AGARQSA.

Para realizar la electroforesis del DNA se utilizaron geles con 0,7% o 1% de agarosa (Bio-
Rad) en tampén TAE (Tris-HCI 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1), empleando
el mismo tampdn como electrolito. A las muestras se les affadio 1/5-1/10 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. La electroforesis se realizd a 100-150 V durante 60-90 minutos,
y una vez finalizada los geles se tifieron con bromuro de etidio (5 ug/ml) para su visualizacion con
radiacion ultravioleta. Como marcador de tamaiio se utilizé el DNA del fago lambda digerido con

la enzima de restriccion Hindlll (Amersham).

19. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA.

Los fragmentos resultantes de [a digestién del DNA con ias enzimas de restriccién se aislaron

y purificaron de 3 formas distintas.

19.1. Geles de agarosa de bajo punto de fusion.

Para algunos aislamientos de fragmentos de DNA se utilizaron geles de agarosa de bajo punto
de fusién (Bio-Rad) al 1-1,4% en tampén TAE. Una vez realizada la electroforesis, se cortd en
cada caso la banda deseada del gel y se resuspendié en tampdn TE con NaCl 0,25 M. La agarosa
se fundi® manteniéndola a 65 °C durante 5 minutos. A continuacién, la muestra se tratd con
fenol y posteriormente con éter (v/v), incubdndola después a 65 ©C durante 10-15 minutos con
el fin de eliminar los posibles restos de éste. El DNA se precipitd con dos y medio volumenes de

etanol absoluto durante 45 minutos a -70 ©C, tras una centrifugacién a 10.000 x g durante 10
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minutos, se lavd con etanol al 70% y finalmente se disolvid en un volumen adecuado de tampédn
TE.

19.2. Geles de poliacrilamida.

Para el aislamiento de fragmentos de DINA se utilizaron también geles de poliacrilamida (no
desnaturalizantes) a una concentracién en tampén TBE (Tris-borato 8% mM, écido bérico 89 mM
y EDTA 2 mM, pH 8,0) variable dependiendo del tamaiio de los fragmentos que se fuesen a
separar. Se empled como electrolito para la electroforesis el tampdn TBE. A las muestras se les
aftadidé 1/5-1/10 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. Una vez terminada la
electroforesis, los geles se tifieron con azul de metileno y se recortd la banda de DNA deseada
en cada caso. El DNA se eluyd de la banda de acrilamida como se describe en Maniatis y cols.
(1982).

19.3. Técnica del Geneclean,

Los fragmentos que se desean aislar se separan mediante una electroforesis en geles de
agarosa. Posteriormente, se recortan las bandas de interés y el DNA se purifica de la agarosa
mediante su adsorcion a diminutas particulas de vidrio siguiendo la técnica del Geneclean. El kit de

Geneclean se utilizd como recomiendan los fabricantes (Bio 101 Inc., La Jolla, CA).

20. AISLAMIENTO DEL RNA.

Para obtener el RNA total de un cultivo de E. coli o de S. pneumoniae, las células se
cultivaron en 50 ml del medio correspondiente hasta la fase exponencial media de crecimiento. El
sedimento celular de los cultivos de §. pneumonige se resuspendié en 2,5 ml de una solucién de
sacarosa al 5% (p/v) que contenia desoxicolato sédico al 0,1% (p/v). Las células de E. coli se
resuspendieron en 2,5 ml de acetato sédico 20 mM, pH 5,5, EDTA ImM, en presencia de 2,5
mg de lisozima. La lisis celular se completé con 4 ciclos de congelacion-descongelacion.
Posteriormente, se afiadid SDS al 0,5% (p/v) y la mezcla se incubé a 37 ©C durante | minuto. A
continuacién, los extractos se trataron durante 5 minutos a 70 °C con 5 ml de fenol saturado
con tampdn acetato soédico 20 mM, pH 5,5. Después de una centrifugacion, la fase acuosa
recibi® un nuevo tratamiento con fenol, Los dcidos nucleicos (RNAs) se prec’ipitéron 4 veces

utilizando tampdn acetato sodico 200 mM, pH 7,0, y etano! absoluto, disolviéndose finalmente
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en un volumen adecuado de tampdn TE. La concentracién de RNA se estimd a partir de a
absorbancia de la preparacién a 260 nm. Una unidad de absorbancia a 260 nm -equivale a una
concentracidon de 40 ug/ml. La cantidad de RNA obtenida a partir de los 50 ml de cultivo fue de

0,5 mg para S. pneumonige y de 0,8 mg para E. coli. Los RNAs se conservaron a -70 °C.

21. DETERMINACION DE LOS SITIOS DE INICIACION Y TERMINACION DE LA
TRANSCRIPCION MEDIANTE EL EMPLEO DE LA NUCLEASA S|I.

Para la localizacidn del sitio de iniciacion y terminacidn de la transcripcion del gen ytA se
siguid la técnica descrita por Berk y Sharp (1977) basada en el empleo de la nucleasa Si.

Para determinar el sitio de iniciacién de la transcripcién, se marcaron radiactivamente los
extremos 5 del fragmento de DNA utilizado para Iz hibridacién con los RNAs. Para ello, y
después de la eliminacidn previa con fosfatasa alcalina de los grupos fosfato localizados en los
extremos 5' terminales del fragmento de DNA, se empled la T4 polinuclebtido quinasa y el [¥-
37'P]ATP (3.000 Ci/mmol, Amersham) seglin se describe en Maniatis y cols, (1982). Para
localizar el sitio de terminacién de la transcripcién, el fragmento de DNA destinado a la
hibridacibn con los RNAs se marcd radiactivamente en sus extremos 3’. Dicho marcaje se realizé
utilizando el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (4 unidades) en 20 ul de una solucion que
contenia Tris-HCI 50 mM, pH 7,9; MgClp 10 mM; ditiotreitol (DDT) 5mM y espermidina 0, |
mM, a la que se afiadieron 40 uCi de [a-32P]dCTP (3.000 Ci/mmol, Amersham). La mezcla de
reaccidon se incubd durante |5 minutos a temperatura ambiente, afadiéndose después 2 nmoles
de cada uno de los 4 dNTPs no marcados radiactivamente, e incubandose a continuacion durante
otros 10 minutos. Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente se purificaron mediante
tratamiento con fenol y posterior precipitacién con etanol absoluto.

La hibridacion se realizé mezclando los fragmentos de DNA marcados radiactivamente
(100.000 CPM) y el RNA total (150 ug) en 50 ul de una solucién que contenia piperazina-N,N’-
bis (2-etanosulfonato) 40 mM, pH 6,3; NaCl 0,4 M; EDTA | mM y formamida desionizada al
70% (v/v). La mezcla se éalenté a 85 ©C durante 10 minutos para desnaturéllizar el DNA y la
incubacién se continud a 45 ©C durante 3 horas. En estas condiciones se favorece la hibridacién
DNA-RNA frente a la hibridacion DNA-DNA. Después de la adicidn de 0,45 ml de una solucién
de acetato sédico 30 mM, pH 4,6; ZnSO4 4,5 mM y 9 ug de DNA de timo de ternera sonicado,
las muestras se trataron con 400 unidades de nucleasa S| (Boehringer Mannheim). La mezcla se
incubd durante 20 minucos a 30 °C y la reaccién se detuvo a 4 '°C con [13 ul de acetato
amdnico 2,5 M y EDTA 50 mM, Después del tratamiento con un volumen de fenol-cloroformo-

alcohol isoamilico (25:24:1), se afadieron a la fase acuosa 10 ug de RNA transferente y el
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fragmento de DNA protegido por la hibridacién con los RNAs se precipitd con 0,7 ml de
isopropanol, resuspendiéndose finalmente en un volumen adecuado de tampdn TE. Para
determinar la longitud en pb del fragmento protegido se realizaron electroforesis en geles de

poliacrilamida 6%-urea 8 M, aplicindose en cada calle 10.000 CPM de la muestra.
22, SECUENCIACION DEL DNA.

La secuenciacion del DNA se realizod segin el método de Sanger y cols. (1977), utilizando la
técnica de Zhang y cols. (1988) para la secuenciacién del DNA de doble cadena. Para la reaccion
de secuenciacion se utilizd el Sequenase Kit (United States Biochemicals) y como nucleotido
marcado radiactivamente, [a-355]dCTP {Amersham}, siguiendo las recomendaciones de los
fabricantes. E. coli TGl fue la cepa utilizada como huésped para los bacteriéfagos MI13mpl0
(Messing, 1983) y MI13tgl30 (Kieny y cols., 1983). E. coli JM83 fue la cepa huésped de los
vectores de clonacion pUC (Messing, 1983).

El andlisis de las secuencias de nucledtidos se realizd mediante el programa de ordenador
ANALISIS disefiado por el Dr. José Luis Garcia.

23. MUTAGENESIS DIRIGIDA.

Los oligonucledtidos utilizados para la mutagénesis dirigida, asi como los empleados como
primers para la secuenciacidbn del DNA, se sintetizaron en un sintetizador de DNA LKB Gene
Assembler Plus (Pharmacia). Para llevar a cabo la mutagénesis dirigida se empled el sistema de
mutagénesis in vitrc de Amersham (método Eckstein), siguiendo el protocolo que detallan los

fabricantes.

24, ENSAYOS DE TRANSCRIPCION-TRADUCCION IN VITRO.

La expresion in vitro del gen IytA en el fragmento Sau3Al de 2,3 kb se realizé mediante el
sistema de transcripcién-tradﬁccién bacteriana libre de células comercializado por Amersham. La
mezcla (30 ul) que contiene los polipéptidos sintetizados in vitro se incubd durante 6 horas a 37
©C en 200 ul de tampén Tris-maleatc 50 mM, pH6,5 y en presencia de [0 ul de paredes
celulares de neumococo marcadas radiactivamente con [meti!-3H]colina. La reaccion se detuvo y

la radiactividad liberada se valord como se describe en el apartado 9.1.1.
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25, TECNICAS DE HIBRIDACION DE DNA.

Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron mediante la
técnica de random-primer utilizando [a-nP]dCTP (400 Ci/mmol, 10 uCi/ul) (Amersham), el
fragmento Klenow y la solucion de primers (Pharmacia) con los dNTPs segin se indica en
Sambrook y cols. (1989).

Todas las hibridaciones, y los correspondientes lavados de la sonda, se realizaron a 65 °C,
25.1. Tecnica de Southern-blot.

La hibridacién de DNA mediante la técnica descrita por Southern (1975), se realizd siguiendo
el protocolo de Maniatis y cols. {1982). Las membranas para la transferencia del DNA (Hybond-
N) se obtuvieron de Amershan. Las bandas radiactivas se detectaron por autoradiografia
utilizando peliculas Agfa Curix RP2 y pantallas amplificadoras Dupont, Cronex Lightning Plus a -

-70 °C.

25.2, Hibridacion de DNA sobre filtros de colonias celulares,

Las colonias de E. coli se transfirieron a los filtros de nitrocelulosa (Millipore HATF, tamaio
de poro 0,45 um) como se indica en Maniatis y cols. (1982). Las células se lisaron sobre el filtro
mediante tratamientos sucesivos, de 5 minutos de duracién cada uno, con las soluciones que se
indican : i} NaCl | ,5M y NaOH 0,5 M (2 veces); i) Tris-HCl IM, pH 7,0; iii) Tris-HCI 0,5 M, pH
7,0 y NaCl 1,5 M; iv) 2 x SSC (NaCl 0,3 M, citrato sédico 0,03 M). La fijacion del DNA al filtro
se realizd mediante incubacidn a 80 ©C durante 2 horas. Para eliminar los restos celulares, los
filzros se hirvieron en agua destilada durante 10 minutos. La hibridacién con la sonda radiactiva se

realizdé como se describe en Maniatis y cols. (1982) (apartado 25.1.).

26. TECNICA DE WESTERN-BLOT.

Las proteinas purificadas y las proteinas de los extractos crudos, una vez separadas |
mediante electroforesis en geles de poliacriiamida-SDS, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Schleicher and Schuell) segln se describe en Maniatis y cols. (1982). La membrana
se saturd con leche desnatada al 5% (p/v) en tampon PBS (fosfato sédico 10 mM, pH 7,4; NaCl
140 mM) mediante incubacién a2 4 ©C durante 12 horas. Posteriormente, se incubd a

temperatura ambiente con agitacion suave durante 4 horas en presencia del suero anti-amidasa
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LYTA (Garcia y cols., 1982). Después de 3 lavados, de 10 minutos de duracién cada uno, con
PBS que contenia Tween al 0,1% (v/v), la membrana se hizo reaccionar durante ) hora a
temperatura ambiente y suave agitacibn con anticuerpos de cabra anti-lgGs de conejo conjugados
con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finaimente, tras un lavado con tampdn PBS, las
bandas de reaccion con los anticuerpos se visualizaron con peréxido de hidrégeno y 4-cloro-|-

naftol (Sigma).

27. PURIFICACION DEL FAGO EJ-I.

Para la obtencién del fago EJ-1 se cultivd a 37 ©C la cepa de neumococo 101/87 en 2
litros de medio C+Y. A los 180 N, se afadié al cultivo mitomocina C (Sigm:;)"- a una
concentracion final de 0,07 pg/ml, y se continud la incubacidn en oscuridad hasta que se ﬁrodujo
la lisis celular. El lisado se centrifugd a 6.000 x g durante |5 minutos y al sobrenadante se le
- afiadié6 NaCl 0,5 M y polietilenglicol 6.000 al 10% (p/v) (Merck), dejandose precipitar toda la
noche a 4 ©C. A continuacién, se centrifugd a 6.000 x g durante |5 minutos’y el precipitado se
resuspendid, en 2% del volumen inicial, en tampdn TBT (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,8; NaCl 0,1l My
MgCly 0,01 M). La purificacidn del fago se realizd mediante dos ultracentrifugaciones sucesivas
en gradientes de CsCl (Ronda y cols., 1981). La banda azulada que corresponde al fago se dializd

frente a tampdn TBT,

27.1. Observacién al microscopio electrénico.

Una alicuota de la preparacidn de fago purificado se dializd frente a tampdn acetato
aménico 100 mM, pH 7,0, y después de la didlisis se puso en contacto con un volumen de
fosfotungstato potasico al 2% (pH 7,0). Una gota de esta mezcla se adsorbidé durante 5 minutos
en rejillas de cobre recubiertas de carbono. A continuacidn, se elimind el exceso de liquido y la
preparacién de fago se observd al microscopio.

Para la visualizacién al microscopio electronico del DNA del fago, se aRadieron 5 l de
formamida y | ul de tampdn fosfato potisico IM, pH 7,0 a 3 ul de la preparacion de fago
purificado. La mezcla se hirvid durante 2 minutos y, a continuacidn, se le afadié | ul de NaClO4
| M, incubandose a 37 ©C durante 45 minutos. Por (ltimo, la muestra se colocd sobre las rejillas
siguiendo la técnica del carbonato (Spiess y Lurz, 1988) y utilizando citocromo ¢ como
coadyuvante.

Las muestras se analizaron, a los aumentos adecuados para cada caso, en un microscopio

electronico Philips EM 300 a 80 kv.
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28. OBTENCION DEL DNA DEL FAGO EJ-I.

El DNA del fago EJ-1 se obtuvo a partir de la preparacion de fago purificado mediante

tratamiento con SDS y proteinasa K, segin se describe en Inciarte y cols, (1976).
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I. CARACTERIZACION DE LA UNIDAD DE TRANSCRIPCION DEL GEN iytA.

Como ya se comentd en el apartado 4.6.1.1.5. de la Introduccién, la regién estructural
del gen JytA se encuentra &eﬂnida dentro de un fragmento de restriccién Hindlll de‘ 1,2 kb (Garcia
y cols., 1986 c) (Figura 8). Estudios basados en la bisqueda de homologia con los promotores ya
descricos para genes de E. coli, revelaron la existencia de varios sitios posibles para la iniciacion de
la transcripcion del gen IytA en el fragmento de restriccion Hindlll de 1,2 kb (Garcia y cols., 1986
¢). Sin embargo, dado que la iocalizacidn precisa del promotor y terminador del gen fytA no era
conocida, se decidid caracterizar la unidad de transcripcidén de dicho gen. La Gnica unidad de
transcripcion descrita en S. pneumoniae hasta la fecha era la correspondiente al gen polA, gen que
presentaba una atipica regién leader de tan sélo 2 nucledtidos de longitud y, por lo tanto, carecia
de un sitio de unidn al ribosoma {RBS) en posicidn 5' (upstream) respecto al coddn de iniciacion
de la traduccién (Lopez y cols., l989)‘. La caracterizacion de la unidad de transcripcion del gen
IytA permitiria comprobar si esa caracteristica atipica antes mencionada se encontraba también en
otros genes de neumococo. El andlisis del promotor y terminador del gen IytA seria también de
gran interés para el estudio de la expresidn de este gen en S. pnedmoniae, asi como para el
desarrollo y construccion de nuevos vectores destinados a la identificacion de elementos

reguladores de la transcripcion génica.

1.) Identificacién de la regién promotora del gen lytA. '

I.1.1, Determinacidn del sitio de iniciacion de [a transcripcion.

~ Como ya se ha comentado anteriormente, estudios previos indicaban la posibilidad de
que el promotor del gen lytA se localizase en el fragmento de restriccion Hindlll de |,2 kb que
contiene la region estruccural del gen (Figura 8). Este fragmento estd clonado en los plasmidos
pGL8O (Garcia y cols., 1986¢) y pRG2 (Ronda y cols., 1987), plismidos que expresan la amidasa
LYTA en E. coliy §. pneumoniae,. respectivamente. Por lo tanto, parecia 'Iégico pensar que el
prombtor del gen IytA pudiese estar contenido en el fragmento de restriccidn Hindlli-Hinfl de
0,29 kb,l fragmento que comprende una secuencia de 0,2 kb de la regién 5’ no codificante del
gen y 0,09 kb del comienzo de su regién estructural (Figura 8). Empleando el fragmento de
restricciébn Hindlll-Hinfl de 0,29 kb y los RNAs extraidos de E. coli HBI10I (pGL80) y S.
pneumoniaé M3l (pRG2), se observd una proteccidn completa de este fragmento frente a la
accidn de la nucleasa SI, lo que indicaba que el promotor del gen lytA no se localiza en el

fragmento Hindlll de |,2 kb, como previamente se habia postulado. Por esta razon, se analizd un
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Figura 8. Subclonacién del promotor del gen lytA en el plasmido pGA46.

Las abreviaturas utilizadas para las dianas de restriccion mas relevantes son : 8, 8gfll; E, EcoRl; H,
Hindlll; Hf, Hinfl; N, Ncol; P, Pstl; S, Sau3Al; Sn, SnaBl. Los asteriscos indican la presencia de
otras dianas de restriccidon Hinfl o Sou3Al. La regidn estructural del gen IytA se representa con
una barra blanca. En trazo grueso se muestra el fragmento de DNA que contiene el promotor
del gen IytA. La posicidn y la direccidn de la transcripcibn de los genes se indica con una flecha. La
secuencia de! fragmento Sou3Al de 2,3 kb del ptasmido pGL65 se detalla en la Figura I 1,
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fragmento de restriccidn de mayor tamafio, el fragmento Seu3Al de 2,3 kb clonado en el
plismido pGL65 (Sinchez-Puelles y cols., 1986 a). La posicién del gen IytA en el mapa fisico de
dicho fragmento se detalia en la Figura 8.

Cuando se realizd un ensayo de transcripcidn-traduccion in vitro empleando como molde
et fragmento Sou3Al de 2,3 kb (apartado 24. de Materiales y Métodos), el extracto obtenido
mostrd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de S. pneumonige. Este resultado sugeria la
existencia en el fragmento Sau3Al de una secuencia promotora de la transcripcidn del gen IytA
que permitia la expresion de la amidasa LYTA en E. cofi. _

El emplec del plasmido pGA46 de E. coli (An y Friesen, 1979), un plasmido para la
blisqueda de promotores, ratificé el resultado obtenido con los ensayos de transcripcion-
traduccion in vitro. Asi, cuando el fragmento Sou3Al de 2,3 kb se digiric con la enzima de
restriccion Hindlll y los fragmentos resultantes se ligaron al plaismjdo pGA46, previamente
digerido con las enzimas de restriccion Hindlll o con Hindlll y Bghl, sélo se detectaron
transformantes de E. coli resistentes a tetraciclina cuando el plasmido pGA46 se habia digerido
con Hindill y Bglll. Todos los plasmidos aislados de estos transformantes eran idénticos (pGPI) y
contenian un inserto correspondiente al fragmento Sou3Al-Hindlll de 0,38 kb (Figura 8). Este
resultado demostraba la existencia en el fragmento Sou3Al-Hindlll de 0,38 kb de una region
promotora de la transcripcion funcional en E. coli,

Para comprobar si el fragmento de restriccion Sau3Al de 2,3 kb también expresaba la
amidasa LYTA en S. pneumonioe , se subclond dicho fragmento en el plasmido pLSI, uny plasmido
que se replica tanto en E. coli como en S. pneumonige (Stassl y cols., 198!; Lacks y cols., 1986
a). La estrategia seguida para la subclonacion se detalla en la Figura 9. Dado que la manipulacién
genética es mas sencilla en E, coli que en S. pneumoniae, los plasmidos resultantes, pEDt y pED?2,
se aislaron a partir de transformantes de E. coli C600 seleccionados por su resistencia a
tetraciclina y por su actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo. Los plasmidos
PEDI y pED2 contienen el fragmento Sau3Al de 2,3 kb clonado en las dos orientaciones posibles
(Figura 9). Cuando se transformd S. pneumonice M31, una cepﬁ que presenta una delecion
completa del gen IytA y, por lo tanto, de fenotipo Lyt™ (Sinchez-Puelles y cols., 1986 ﬁ). con los
plasmidos recombinantes pED| y pED2, los transformantes mostraron un fenotipo Lytt en
ambos casos. Ademas, en los extractos de las cepas M3 (pEDI) y M31 (pED2) se detectd una
importante actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo (Tabla 3). Estos
resultados sugerian [a existencia de un promotor para el gen /ytA que se localizaba en el
fragmento de restriccion Sau3Al de 2,3 kb y que era funcional en S. pneumoniae.

Para determinar la localizacion del promotor del gen u'ytAl era necesario conocer

previamente la secuencia de nucledtidos del fragmento de restriccion Sau3Al de 2,3 kb. La
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Figura 9. Construccion de los plasmidos pEDI y pED2.

En trazo grueso se representa el fragmento de 2,3 kb del plasmido pGL65. La posicidn y la
direccién de la transcripcion de los genes se indica ¢on una flecha. Las abreviaturas utilizadas para
las diangs de restriccion mas relevantes son : A, Accl, B, BomHI, C, Cldl, E, EcoRl, H, Hindlll, P,
Pstl. C , significa que la diana Clal se metila en presencia de metiltransferasas Dam. Klenow,
indica el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli. El plismido pGL66 (Figura 10) es
un derivado de pUCI 8 que contiene clonado el fragmento Sau3Al de 2,3 kb del plasmido pGL65.
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construccidn de los plasmidos pGL66 y pGL67 (Figura 10) fue necesaria para la secuenciacion
completa de este fragmento. En la Figura |l se muestra la secuencia de nucledtidos del
fragmento Sau3Al.

Una vez conocida la secuencia de nuclebtidos del fragmento Sau3Al, se procedi a la
localizaciéon del promotor del gen lytA utilizando el fragmento de restriccion Sau3Al-Hinfl de 0,67
kb (Figuras8 y 12 A) y los RNAs extraidos de E. coli HBIOI (pGL65) y S. pneumoniae M3
(PED2). Después de la digestion con la nucleasa S| se observé la existencia de dos fragmentos de
DNA, uno méyoritario y otro minoritario, que habian resultado protegidos. El fragmento
mayoritario, de 326-330 pb, resulté protegido con los RNAs de E. coli y de S. pneumoniae
(Figura 12 C). El fragmento mincritario, de 284-286 pb, sélo fue detectado mediante el empleo
de RNAs de E. coli (Figura 12 B y C). Los RNAs controles, extraidos de E. coli (pBR325) y §.
pneumoniae M3 1, no originaron fragmentos de DNA protegidos (Figura 12 B y C). Aunque no se
puede descartar un efecto de nibbling debido a Ia nucleasa S| (Sollner-Webb y Reeder, 1979),
estos resultados localizan, con bastante precisién, el pringipal sitio de iniciacién de la transcripcion
(promotor Pl) del gen IytA a 240 pb del codén de iniciacién de la traduccion (ATG), en el
nucledtido 343 de la secuencia que se muestra en la Figura | |. Un segundo sitio de iniciacién de
{a transcripcion (promotor P2), sélo presente en E. cofi, se localiza a 43 pb de P{, en el

nucledtido 386 de la secuencia de! fragmento Sou3Al (Figura | 1),

1.1.2. Analisis de Jas secuencias promotoras y de la region leader,

Cuando se analiza la secuencia de nucleétidos localizada upstream del sitio de iniciacion de
la transcripcion de PI, se observa la existencia de dos secuencias caracteristicas de promotores
de genes procariotas reconocidos por la subunidad o7g de la RNA polimerasa (Hawley y
McClure, 1983). Una de ellas contiene una region -10 (TAAAGT) (nucledtido 328) situada a 17
pb de una regién -35 (TTGACT) (nuclebtido 305) y a 10 pb del sitio de inicio de la transcripcién
(Figura 11). La otra secuencia contiene una regién -10 (TAGTAT) (nucledtido 335) situada a 15
pb de una region -35 (TTTATA) (nucleéticio 314) y a 3 pb del inicio de la transcripcién (Figura
I'1). Las secuencias TAGTTTA (nucleétido 290) y CTTTTG (nucledtido 302), 2 8 pb y 6 pb por
delante (upstream) de las respectivas regiones -35 (Figura |1), podrian corresponder a las
regiones -44 descritas para algunos promotores procariotas (Galas y cols., 1985). En cualquier
caso, idénticas regiones -44, -35 y -10 ya se han descrito para algunos promotores de E. coli
(Galas y cols., 1985; Harley y Reynolds, 1987). Una region -10 (TATAAT), idéntica a ia region

~[0 consenso para promotores de E. coli, se localiza en el nucledtido 323, pero no se abserva la

correspondiente region -35 a una distancia adecuada (Figura 1 1),
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Figura 10. Construccién de los plasmidos pGL66 y pGL67.

En trazo grueso se representa el fragmento o partes del fragmento de restriccion Sou3Al de 2,3
kb. La posicién y la direccién de la transcripcién de los genes se indica con una flecha. Las
abreviaturas de las dianas de restricciébn mas relevantes son ; B, BamHl; E, EcoRI; H, Hindlll; S,
Sou3Al. PAGE, indica que el aislamiento y purificacién del fragmento Sau3Al se llevd 2 cabo
mediante una electroforesis en geles de poliacrilamida (apartado 19.2. de Materiales y Métodos).
El plasmido pUC| 8 se describe en Messing (1983).
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Figura 1. Secuencia de nucleétidos del fragmento Sau3Al de 2,3 kb que contiene el gen lytA de
S. pneumonice.

Sblo se detalla la secuencia de la hebra de DNA que corresponde al RNA mensajero. Los
asteriscos indican los sitios de iniciacién de la transcripcién en los promotores Pl y P2. Se
muestran también las posibles regiones -35 y -10. Los marcos de lectura abiertos (ORFs) se
representan como secuencias de aminoicidos en cddigo de una letra. La secuencia de la regidn
estructural del gen IytA ha sido determinada por Garcia y cols. (1986¢). Los posibles bucles en la
region leader y en el terminador de la transcripcién se sefalan con una doble linea discontinua.
Las dianas de restriccion Hindlil se marcan con una linea continua, Los nOmeros situados en el
margen derecho indican el nimero de nucledtido en la secuencia.
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Figura 12. Determinacién del sitio de iniciacién de la transcripcién del gen IytA en S. pneumoniae
y en E, coli.

Panel_(a). Estrategia empleada. Las abreviaturas utilizadas para las dianas de restriccion mas
relevantes son: H, Hindill; Hf, Hinfl; S, Seu3Al. El asterisco significa que la diana Hinfi no es (nica

" en el fragmento. La posicién y direccidn de la transcripcidn del gen IytA se sefiala con una flecha.

LMT, indica que et fragmento de restriccion fue aislado y purificado mediante una electroforesis
en geles de agarosa de bajo punto de fusidn (apartado {9.1. de Materiales y Métodos). Los RNAs
se representan con una linea quebrada. El marcaje radiactivo en los extremos 5’ det fragmento de
DNA se indica con un circulo negro.

Paneles (b) ¥ {¢). Determinacién, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-urea, del
tamafio de los fragmentos de DNA protegidos de la digestién con Iz nucleasa S1. En las calles A,
C, Gy T, se muestra la secuencia empleada como referencia para calcular la longitud en pb del
fragment:o de DNA protegido. Las letras situadas en el margen izquierdo representan los
nuclebtidos de la secuencia de referencia; los nimeros indican la longitud en pb de ios fragmentos
de DNA protegidos.

Panel (b). Las calles | y 2 muestran los fragmentos de DNA protegidos por los RNAs de E. coli
HBIOI (pBR325) y E. coli HBIOI (pGL65), respectivamente. La calle 3 corresponde a la
digestion con la nucleasa S| en ausencia de RNA.

Panel (c). Las calles | a 3 muestran los fragmentos de DNA protegidos por los RNAs de S.
pneumoniae M3 (pED?2), S. pneumonice M31, y E. coli HBI101 (pGL65), respectivamente. La calle
4 corresponde a la digestién con la nucleasa SI en ausencia de RNA.
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En posicidén anterior al segundo sitio de iniciacidn de la transcripcion (promotor P2) se
observa una regién -10 (TATACT) (nucledtido 372) situada a |7 pb de una regién -35
(AGGACA) (nuciebtido 349) y a 9 pb del inicio de la transcripcion (Figura 11). Este segundo
lugar de iniciacién de la transcripcidn no se ha detectado en S. pneumonige y la region -35
propuesta tampoco se ha descrito hasta la fecha para ningln promotor de E. cofi,

La regidn que se extiende desde el inicic de la transcripcin en el promotor P hasta el
coddn de iniciacidn de la traduccidn del gen IytA, regidn leader, presenta como caracteristica
peculiar su gran longitud (240 pb). Aunque regiones leader similares, e incluso de mayor longitud,
se han descrito en la literatura (Friesen y cols., 1983; Benner—Luéger y Boss, 1988), se trata de
una propiedad poco frecuente y generalmente relacionada con mecanismos de regulacion génica.
La region leader del gen IytA tiene un contenido en pb AT (70%) superior al que presenta la
regidn estructural del gen (53%). Se observan dos marcos de lectura abiertos (ORFIl y ORF2) en
esta regién leader. €l ORFI codifica para un polipéptido de 37 aminoacidos que comienza en el
codédn ATG del inicio de la transcripcion Pl (Figura 11); el ORF2 codifica para un polipéptido de
20 aminoacidos que tiene su inicio en el codon GTG localizado en el nucleGtido 456 (Figura 11).
En ninguno de los dos casos se ha detectado un sitio de unién al ribosoma (RBS) (Shine y
Dalgarno, 1974) a una distancia apropiada del correspondiente coddn de iniciacién de la
traduccién, lo que hace improbable que estos polipéptidos puedan ser sintetizados. Con la ayuda
del programa de ordenador PCFOLD (Zuker y Stiegler, [981), disefiado para la bisqueda de
estructuras secundarias (bucles) en el RNA transcrito, solamente se pudo detectar un bucle
suficientemente estable, -5,9 kcal/mol, al final del ORF2 (Figura 11), aunque su significado se
desconoce por el momento. No obstante, la ausencia de bucles significativamente estables en iz

region leader era previsible debio a su bajo contenido en C (10%).

1.2. Determinacién del sitio de terminacién de la transcripcion en el gen iytA.

Para localizar el extremo 3’ del RNA mensajero del gen IytA se siguid la estrategia que se
detalla en la Figura 13 A, Los RNAs empleados se obtuvieron de E. cofi HBIO! (pGL65) y de S,
pneumonioe M31 (pED2). Después del tratamiento con la nucleasa S! se observaron varios
fragmentos de DNA protegidos (Figura 13 B). Asi, los RNAs extraidos de neumococo
originaron ocho fragmentos de proteccion, dos de ellos mayoritarios (bandas mas intensas en la
calle 3 de la Figura 13 B). Los RNAs extraidos de E. cofi también dieron origen a los dos
fragmentos de DNA mayoritarios, si bien el nimero de fragmentos minoritarios protegidos era
inferior respecto al caso de neumococo (calle | de la Figura 13 B). Los RNAs extraidos de E. coli

(pBR325) y de S. pneumonige M3| no dieron origen a ningln fragmento de DNA protegido
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Figura 13. Determinacién del sitio de terminacién de la transcripcidn del gen lytA en §.
pneumonige y en E. coli.
Panel (a). Estrategia empleada. Las abreviaturas de las dianas de restriccion mostradas son : H,
Hindlll; N, Ncol; S, Sau3Al. La posicidn y direccién de la transcripcion del gen IytA se seiiala con
una flecha. LMT, significa ‘que el fragmento de restriccion fue aislado y purificado mediante una
electroforesis en geles de agarosa de bajo punto de fusion (apartado 19.1. de Materiales y
Métodos). Klenow, indica el fragmento Kienow de la DNA polimerasa | de E. cofi. Los RNAs se
representan con una linea quebrada. El marcaje radiactivo en los extremos 3’ del DNA se indica
con un circulo negro.
Panel (b). Determinacion, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-urea, del tamafio de
los fragmentos de DNA protegidos de la digestibn con la nucleasa S1. Enlas calles A, C, Gy T se
muestra la secuencia empleada como referencia para calcular la longitud en pb del fragmento de
DNA protegido. Las letras situadas en el margen izquierdo representan los nucledtidos de la
secuencia de referencia; los nimeros indican la longitud en pb de los fragmentos de DNA
protegidos. Las calles | a 4 muestran los fragmentos de DNA protegidos por los RNAs de E. coli
HBIO!l (pGL6S), E. coli HBIOI (pBR325), S. pneumoniae M31 (pED2) y S. pneumonice M3I,
respectivamente. La calle 5 corresponde a la digestién con la nucleasa S| en ausencia de RNA.
Panel (c). Bucie de terminacién de fa transcripcion propuesto.

!
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(calles 2 y 4 de la Figura 13 B), tal y como cabia esperar de cepas que no llevan clonado el gen
IytA. Estos resultados indicaban que la terminacién de los transcritos del gen IytA en E. coliy en S.
pneumoniae se producfa en el nucledtido 1610 y en nucledtidos adyacentes, a 72 pb del codon de
terminacion de 1a traduccién del gen (nuclebtido 1538) (Figura 11). Este sitio se localiza en el
extremo 3’ de una estructura secundaria en el RNA, estructura de bucle, que presenta una
energia libre tedrica de -20,8 kcal/mol (Zuker y Stiegler, 1981) (Figura 13 C) y va seguida de una
secuencia rica en residuos de uracilo, una caracteristica tipica de los terminadores de la

transcripcion rho-independientes de procariotas (Rosenberg y Court, 1979).
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2. APLICACION DE LA UNIDAD DE TRANSCRIPCION DEL GEN /ytA AL DISENO
DE VECTORES PARA EL ANALIS!IS TRANSCRIPCIONAL EN BACTERIAS,

El disefio de vectores plasmidicos destinados a la identificacion y anilisis en diferentes
bacterias de elementos reguladores de la transcripcion génica (promotores y terminadores),
requiere : i) un plismido de amplio espectro de huésped que permita el estudio de la transcripcion
en diferentes sistemas bacterianos; ii) un gen marcador con una secuencia de clonacién multiple
(regidn polilinker) en posicién anterior al RBS y que exprese una proteina ficilmente detectable y
cuantificable en los diferentes huéspedes utilizados. El plasmido pLSE| (Ronda y cols., 1988) y el

gen lytA de neumococo clonado en el plasmido pGLI03 cumplen esos dos requisitos.

2.1. Construccién de los plasmidos pLSE3 y pLSE4.

El plasmido pLS| (Stassi y cols., 1981; Lacks y cols., 1986 a) es un vector de amplio
espectro de huésped ya que se replica tanto en bacterias Gram-positivas (S. agalactiae, S.
pneumoniae, S. oralis, B. subtilis) como en Gram-negativas (E. cofi). Recientemente, se ha
determinado que el pldsmido pLSi también se replica en B. stearothermophilus, S. sanguis, S.
thermophilus y Lactococcus lactis (M. Espinosa, comunicacién personal). Sin embargo, pLSt
contiene un Gnico gen.marcador, el gen tet que confiere resistencia a tetraciclina, por lo que no
~ puede ser utilizado como vector de clonacién en bacterias que poseen resistencia natural a este
antibiético, como ocurre, por ejemplo, con S. oralis (Ronda y cols., 1988). Por este motivo, se
construyd el plasmido pLSE|, un derivado de pLSI| que contiene los genes tet y erm que confieren
resistencia a tetraciclina y eritromicina, respectivamente (Figura [4 A) (Ronda y cols., 1988). La
presencia de ambos genes marcadores en pLSEl mejora la utilidad de pLS| como vector de
amplio espectro de huésped y permite una facil seleccidn del inserto clonado por inactivacion
insercional de uno de los dos genes que confieren resistencia antibidtica.

Mediante técnicas de mutagénesis dirigida se habia construido el plasmido pGL83 que
presenta una diana de restriccién Xbal situada 18 nucledtidos antes del coddn de iniciacién de la
traduccién (AUG) del gen IytA (Garcia y cols., 1987 b). La digestion de pGL83 con Xbai y BamHI
origina un fragmento de restriccion que contiene el RBS y la regidn estructural del gen lytA, pero
carece del promotor y la regidn leader de dicho gen. En [a Figura 14 A se detalla la subcionacién
de este fragmento Xbal-BamH! en el plésmiﬁo pUCI9 de E. coli (Messing, 1983). El plasmido
resuftante, pGLI103, presenta nuevas dianas de restriccidn (secuencia de clonacién miltiple)
precediendo al RBS del gen lytA. En los extractos crudos de E. coli JM83 (pGL103) se detectd

actividad hidrolitica inducible por isopropil-3-D-tiogalactopirandsido (IPTG) sobre paredes
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Figura 14, Construccién de los plasmidos pLSE3 y pLSE4.

Panel A. Las abreviaturas de las dianas de restriccion mis relevantes son : A, Accl; B, BamHl; ¢,
Clal; E, EcoRl; Ec, EcoRY; H, Hindlll; P, Pst; S, Sall; Sa, Sacl; Sc, Scal; Sp, Sphi; X, Xbal. C ,
indica que la diana Clal se metila por metiltransferasas Dam. La posicidn y la direccién de la
transcripcion de los genes se sefiala con una flecha. La agrupacion de las dianas de restriccion
H-Sp-P-A/S-X representa la secuencia de clonacion multiple. El plasmido pUCI9 se describe en
Messing (1983).

Panel B, Secuencia de clonacién mdiltiple del plasmido pLSE4. Los asteriscos sefalan la posicion de
los codones de terminacidén de la traduccién. Se indica también el sitio de unidn al ribosoma
(RBS). La secuencia de aminoacidos N-terminal de la proteina LYTA se muestra en cddigo de una
letra.
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celulares de neumococo. Este resultado indicaba que la secuencia de clonacion maltiple no creaba
ninguna sefial de terminacidn de la transcripcién que inhibiése la expresion del gen IytA, y que la
misma se encontraba bajo el control del promotor lac ya que era inducible por IPTG.

Para la construccién de un vector destinado a la identificacion y andlisis de regiones
promotoras de la transcripcidn se siguid la estrategia que se dertalla en la Figura 14 A, Los
plasmidos pLSE3 y pLSE4, que contenian el gen IytA clonado en orientaciones opuestas, se
aislaron a partir de transformantes de £. cofi C600 resistences a tetraciclina. E! gen IytA
subclonado en pLSE3 y pL$E4 carecia de su propio promotor y tampoco se habian descrito hasta
ta fecha sitios de iniciacién de la transcripcién préximos a la diana de restriccion Hindill de fos
plasmidos pLSI y pLSEl.—Por este motivo, no era previsible la expresién del gen /ytA en los
plasmidos pLSE3 y pLSE4, y ambos deberian ser (tiles como vectores plasmidicos para la
blsqueda y andlisis de promotores. Asi, en efecto, en los extractos crudos de E. coli C600
(pLSE4) no se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo (Tabla 2). Sin
embargo, y en contra de lo esperado, los extractos de E. coli C600 (pLSE3) si hidrolizaban dichas
paredes (Tabla 2),

Cuando se transformé la cepa de neumococo M31 (Tabla 1) con los plasmidos pLSE3 y
pLSE4, los transformantes presentaron un fenotipo Lyt y Lyt”, respectivamente. En los
extractos crudos de M31 (pLSE3) se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de
neumococo, sin embargo, en los extractos crudos de M31 (pLSE4) no se pudo detectar tal
actividad (Tabla 2). Estos resultados ratificaban los obtenidos con E. coli C600 (pLSE3) y E. coli
C600 (pLSE4) (Tabla 2), y sugerian ta posibilidad de utilizar e! plismido pLSE4, tanto en E. coli
como en S. pneumoniae, para la identificacién de regiones promotoras. Asf, si el fragmento de
DNA clonado en pLSE4 tuviese actividad promotora de la transcripcidn, habria expresion del gen
IytA, lo que originarfa un fenotipo Lyt™ en neumococo y actividad hidrolitica de pared en los
extractos de neumococo y E. coli. Los niveles de actividad hidrolitica en estos extractos
reflejarian la fuerza del promotor clonado.

El plasmido pLSE4 posee varias dianas de restriccidn en su secuencia de clonacidn multiple
(Xbal, Sphi, Sall, y Accl) que son (nicas en el vector, y que se localizan antes del RBS del gen /ytA
(Figura 14 A y B). Estas dianas son compatibles con las correspondientes a otras endonucleasas
de restriccién, asi por ejemplo, Accl es compatible con Clal, HinPl, Taql, Narl, Maell, Mspl, Fspll,
Hpadll, Ahall; Xbal es compatible con Spel, Avrll, Nhel; Sall lo es con Xhol; y Sphl es compatible
con Nialll y Nspl. Ademas, el vector presenta un coddn de terminacién de [a traduccion en los
tres marcos de lectura posibles entre las dianas de restriccidn de la secuencia de clonacion
maltiple y el codén de iniciacién de la traduccién (AUG) del gen IytA, evitando asi la posibilidad de

que se formen proteinas de fusion no deseadas (Figura |14 B).



TABLA 2. Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en extractos

crudos de las cepas que se indican,

Actividad especifica (unidades/mg proteina)

Plasmido S. pneumoniae S. oralis E. coli

M31 NCTC11427 C600
pLSE1l < 1 <1 <1
PLSE3 1.600 . 840 730
PLSE4 < 1 < 1 < 1
pLSE11 4.700 <1 <1
PLSE1l4 280 <1 660

Los valores son la media de 3 experimentos. Los extractos se obtuvieron como se
describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos. Los ensayos de actividad enzimatica
se realizaron como se detalla en los apartados 9.1.1. y 9.1.2. de Materiales y Mécodos. Se
utilizaron como sustrato paredes celulares de neumococo marcadas radiactivamente con
Dneﬁk3kﬂcoﬁna.
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Puesto que no se ha descrito la presencia de ninglin promotor localizado en la region 3’
no codificante del gen tet en el plismido pLS| (Lacks y cols., 1986 a), parece razonable acribuir la
expresion de la amidasa LYTA en el plasmido pLSE3 al promotor del gen tet (Ballester y cols.,

1990) mediante un mecanismo de readthrough.

2.2. Transformacién de S. oralis con los pldsmidos pLSE3 y pLSE4.

Puesto que la actividad de la amidasa LYTA estd mas estrictamente regulada en §S. oralis
que en S. pneumoniae (Ronda y cols., 1988), S. oralis podria ser el huésped idoneo para utilizar el
plismido pLSE4 en la clonacién y anilisis de promotores fuertes que pudieran ser letales en
neumococo. Como los plasmidos pLSE3 y pLSE4 contienen un origen de replicacion funcional en
S. orglis NCTC 11427 (Ronda y cols., 1988), se transformb esta cepa con dichos plasmidos y se
analiz6 el fenoripb Lyt de los transformantes utilizando la técnica de los filtros desarrollada para
neumococo (apartado 3. de Materiales y Métodos). $. oralis (pLSE3) mostrd un fenotipo Lyct
(DOC*) mientras que S. oralis (pLSE4) presentd un fenotipo Lyt™ (DOC"), un resultado similar al
obtenido con las cepas de neumococo M31 (pLSE3) y M3 (pLSE4). Los niveles de actividad
hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo detectados en los extractos de S. oralis (pLSE3)
y S. oralis (pLSE4) (Tabla 2) estaban de acuerdo con los fenatipos seiialados anteriormente para
estas dos cepas. Estos resultados demostraban la posibilidad de utilizar S. oralis como un huésped

alternativo para el andlisis de los promotores clonados en el plasmido pLSE4.

2.3, Utilizacion del plasmido pLSE4 como un vector para la busqueda de promotores
en bacterias.

Los resultados presentados en los apartados 2.1. y 2.2, sugerian la posibilidad de utilizar el
pldsmido pLSE4 en §. pneumonige, S. oralis y E. coli, como un vector para el aislamiento e
identificacibn de promotores. Para demostrar esto experimentalmente, se digiric el DNA
cromosdmico de S. pneumonioe M3 1 con las enzimas Cldl o Sofl, y fos fragmentos de restriccidn
resultantes se ligaron a pLSE4 digerido con Accl (ligacidbn A) o Safl (ligacién B), respectivamente.
La mezcla de ligacion se utilizd para transformar células competentes de S. pneumoniae M3 1, y se
determind el fenotipo Lyt de los transformantes resistentes a tetraciclina. Un 20% y un 4% de
los transformantes procedentes de las ligaciones A y B, respectivamente, mostraron un fenotipo
Lyt*. De entre los primeros se aislo la cepa S. pneumoniae M31 (pLSEI 1), que contiene clonado
en la diana Accl de pLSE4 un inserto de DNA de 4,5 kb que induce la expresibn de actividad
hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo (Tabla 2). De los cransformantes de la ligacién

B se aistd la cepa de neumnococo M31 (pLSE| 4), que contiene clonado un inserto de DNA de 2,3
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kb en la diana Sol de pl.SE4 y que también hidroliza paredes celulares de neumococo (Tabla 2). En
ambos casos, por lo tanto, el fragmento clonado posee una actividad promotora que induce la
transcripcion del gen lytA. Esta actividad no puede ser acribuida al promotor de dicho gen, ya que
el DNA cromosdmico utilizado procede de S. pneumonice M31, una cepa que presenta la
delecidn de toda la unidad de transcripcion del gen IytA (Sanchez-Puelles y cols., 1986 a).

Los anteriores resultados demostraban que el plaismido pLSE4 podia ser utilizado para el
aislamiento y andlisis de promotores en S. pneumonige. Dado que este vector puede replicarse
también en S. oralis y £. coli, se analizd en estos sistemas heterdlogos la expresidon de los dos
promotores clonados. Asi, cuando se transformo E. coli C600 y S. oralis NCTC 11427 con el
plasmido pLSEll, no se detectd actividad hidrolitica de pared en los extractos de los
transformantes resistentes a tetraciclina (Tabla 2). El andlisis de plasmido en E. coli (pLSEI 1) y §.
oralis (pLSE | 1) reveld la presencia de plasmidos de tamafio inferior al esperado, lo que indicaba la
existencia de deleciones en pLSEI 1. Esta inestabilidad de los plasmidos que contienen secuencias
de DNA de neumococo ha sido descrita varias veces en la literatura (Stassi y Lacks, 1982; Chen
y Morrison, 1987; Martin y cols., 1989), y es uno de los principales problemas para la clonacién
de genes de S, pneumoniae en E. coli. Sin embargo, la situacién era distinta cuando se analizaba el
inserto de 2,3 kb del plismido pLSE14. Aunque este plismido era aparentemente estable en E.
coli y S. oralis, sblo se pudo detectar actividad hidrolitica de pared en extractos de E. coli {Tabla
2). Si pLSE|4 aislado de S. orafis se empleaba para retransformar E. coli C600 o S. pneumoniae
M31, los extractos crudos de las cepas transformantes eran activos sobre paredes de
neumococo, demostrando que el promotor clonado en pLSE!4 era funcional en E. coli y S.
pneumoniae pero no en S, orafis.

Los resultados presentados demuestran la utilidad de pl.SE4 como vector para la
blsqueda de promotores de neumococo y para el estudio de su regulacién tanto en el huésped
natural como en sistemas heterélogos. Es probable que utilizando el plismido pLSE4 también se
puedan realizar experimentos similares para el aislamiento y anilisis de promotores de otras

bacterias.
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3. REGULACION CELULAR DE LA AMIDASA LYTA.

Dado el caracter litico de las autolisinas, estas enzimas deberian estar estrictamente
reguladas en la célula. El dnico mecanismo regulador postulado hasta la fecha para la amidasa
LYTA de neumococo es el efecto inhibidor del LTA sobre su actividad enzimatica, asi como la
absoluta y especifica dependencia de la presencia colina en los acidos teicoicos de la pared celufar
para su actividad (Holtje y Tomasz, 1975 a, b; Briese y Hakenbeck, 1985). Por ello, resultaba
interesante estudiar si la expresidon del gen fytA actuaba como otro posible mecanismo de

“regulacion celutar de la autolisina LYTA.

3.1. Expresion del gen lytA durante el crecimiento celular de neumococo.
Para comprobar si el gen [ytA se expresaba constitutivamente en un cultivo de
neumococo o si, por el contrario, estaba sometido a algln tipo de regulacion, se determinaron

los niveles de actividad amidasica durante el crecimiento del cultivo.

3.1.1. Expresién del gen IytA en la cepa Ré de neumococo.

Para estudiar la expresién del gen lytA en el cromosoma de neumococo se utilizd la cepa
tipo S. pneumoniae Ré6. En la Figura |5 se muestran los niveles de actividad amidasica durante el
crecimiento de la cepa Ré cuando ésta se cultiva en medio C+Y. Como se aprecia en dicha
figura, la actividad amidasica aumentaba proporcionalmente al nimero de células. En ningin caso
se observd actividad en el medio de cultivo, Este resultado indicaba que la expresién del gen IytA

en la cepa Ré era constitutiva.

3.1.2. Expresién del gen ytA en las cepas de neumococo M31 (pEDI) y M31 (pED2).

Para analizar la expresion del gen lytA cuando éste se encuentra presente en la célula en
varias copias, se valord la actividad amidasica durante el crecimiento de las cepas de neumococo
M3I(pEDI) y M31 (pED2) (apartado [.1.1.). Los plasmidos pED! y pED2 contienen clonada la
unidad de transcripcidn del gen IytA en el plasmido plLS! (Figura 9), y su nimero de copias en -
cepa M3 es de 20 y 60, respectivamente (Tabla 3).

En [a Tabla 3 se muestra la actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo de
los extractos crudos de las cepas M31 (pED1) y M31{ (pED2) en fase exponencial y al comienzo

de la fase estacionaria de crecimiento. Como se observa en [a tabla, los niveles de actividad
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Figura 15. Actividad de la amidasa LYTA en la cepa Ré.

En el eje de ordenadas se representa la actividad hidrolitica de pared detectada en los extractos
de la cepa R6 y expresada como CPM liberadas por ug de proteina, En abcisas se representa el
crecimiento, expresado en unidades nefelométricas (N), de la cepa R6 cultivada en medio C+Y.
Los extractos se obtuvieron y se ensayaron durante [0 minutos como se describe en los
apartados 6. y 9.1.2, de Materiales y Métodos. Ss utilizaron como sustrato paredes celulares de
neumococo marcadas radiactivamente con [metil- “H]colina.



TABLA 3. Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

crudos de las cepas de S. pneumonige que se indican,

Cepa Plasmido No.copias?® a.e.p A.E.©
' plasmido (exponencial) (estacionaria)

M31(pED1) pED1 20 13.100 10.500
M31(pED2) pED2 60 6.000 7.300
R6 -- - 1.800 1.700

Los valores son la media de 2 experimentos.

A.E., Actividad especifica. Se expresa en CPM/ug proteina (en |0 minutos de ensayo).

Los extractos se obtuvieron como se describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos.

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron como se detalla en el apartado 9.1.2. de

Materiales y Métodos, empleando como sustrato paredes celulares de neumococo

marcadas radiactivamente con [metii-3H]colina.

4 El nimero de copias de los plismidos se determind como se describe en el apartado
16.1. de Maceriales y Métodos.

b £l extracto empleado procede de un cultivo en fase exponencial de crecimiento.

€ El extracto empleado procede de un cultivo en fase estacionaria de crecimiento.
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amidasica en estas dos cepas eran significativamente superiores a los presentados por la cepa Ré,
lo cual era de esperar dado el elevado nimero de copias de los plasmidos pED| y pED2. Sin
embargo, y al igual que ocurria con la cepa Ré, la expresion del gen lytA en M31 (pEDI) y M3I
(PED2) era constitutiva.

El comportamiento de las cepas M3! (pEDI1) y M31 (pED2) durante la fase exponencial
de crecimiento no mostraba diferencias con el observado para la cepa tipo Ré. Sin embargo, la
fase estacionaria de las cepas M31 transformantes se reducia significativamente respecto a la de la
cepa R6 (Figura 16). Estos resultados demostraban que neumococo era capaz de mantener bajo
control niveles elevados de amidasa LYTA durante la fase exponencial de crecimiento, si bien en
este caso la autolisis se adelantaba al comienzo de la fase estacionaria. Un resultado similar se
habia obtenido previamente con §. pneumonice M3 (pRG2) (Figura 16), cepa que también
expresa una elevada actividad amidésica (Ronda y cols., 1987), aunque en este caso la expresién
del gen IytA no estd bajo el control de su propio promotor sino bajo el control de un promotor

localizado en el plasmido pLS| (apartado 2.1.).

3.2, Estudio de la expresién y regulacion de una_amidasa LYTA truncada en su
extremo C-terminal,

Se ha descrito que en el proceso de conversién que requiere [a amidasa LYTA para alcanzar
su maxima actividad enzimdtica estdn implicados los aminoacidos localizados en el extremo C-
terminal de la molécula, ya que mutaciones en el gen lytA que ocasionan la delecidn de dichos
aminoacidos originan proteinas truncadas que no requieren el proceso de conversién, si bien la
actividad especifica de tales proteinas se reduce considerablemente respecto a la de la enzima
parental (Sdnchez-Puelles y cols., 1987) (apartado 4.6.1.1.5. de la Introduccidn). Sin embargo,
ninguno de estos genes IytA mutantes ha sido clonado y expresado en neumococo. Era
interesante, por lo tanto, estudiar 12 expresidn en S. pneumoniae de alguna de estas proteinas

truncadas para comprobar si se comportan como autolisinas y si la ausencia del proceso de

conversion que se observa in vitro influye in vivo en la actividad de estas enzimas.

Para expresar en neumococo una proteina LYTA truncada en su extremo C-terminal se
subcloné el fragmento de restriccion Accl-EcoRI de pGL66, fragmento que contiene el promotor
y 1.120 pb de la regidn estructural del gen IytA, en el plasmido pLSI (Figura 17 A). E! plasmido

resultante, pED3, se aisld de un clon de E. coli C600 resistente a tetraciclina. El plasmido pED3
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Figura 16. Curvas de crecimiento de distintas cepas de neumococo.
Las cepas de neumococo Ré (o), M31 (pEDI)(0), M31 (pED2)({®) y M3} (pRG2) (e) se cultivaron
a 37 ©°C en medio C+Y. El crecimiento y la lisis se siguieron por nefelometria.
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Figura 17, Construccién del pldsmido pED3.

Panel A. En trazo grueso se representa el inserto del DNA de neumococo que contiene al gen
IytA. La posicidn y la direccidn. de la transcripcion de los genes se sefiala con una flecha. Las dianas
de restriccidbn mostradas son : A, Accl; B, BamH|\; C, Clal; E, EcoRi; H, Hindlll; P, Psti. C , indica
que la diana Clal puede metilarse por metiltransferasas Dam. olytA representa el gen IytA
delecionado en su extremo 3’,

Pangl B, Secuencia de nucledtidos del extremo 3’ de la regidn estructural del gen alytA. Se
muestra también la secuencia de aminodcidos derivada en codigo de una letra. En negrita se
representan los nucledtidos derivados del vector que codifican para los dos aminoécidos
adicionales (negrita) en el extremo C-terminal de la molécula de amidasa LYTA truncada-de 309
aminodcidos, El nimero de nucledtido hace referencia a la secuencia del fragmento Hindlil de 1,2
kb que contiene al gen IytA (Garcia y cols., 1986c).
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codifica para una proteina de 309 aminoicidos, una amidasa LYTA cruncada-en ;.us altimos 1 |
residuos y con dos aminodcidos adicionales derivados de la secuencia del plasmido pLS| (Figura !7
B). Un posible bucle para [a terminacion de la transcripcién con una energia libre de -14,8
kcal/mol (Zuker y Stiegler, 1981) se localiza a 3 pb del coddn de terminacién de la traduccion en
la secuencia del plasmido pLS1 (Lacks y cols., 1986 a). En los extractos crudos de E. cofi C600
(PED3) se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo, no requiriéndose
el proceso de conversién para alcanzar la actividad enzimdtica maxima (Tabla 4). Por el contrario,
en los extractos crudos de la cepa E. coli C600 (pEDI) que contiene clonado el gen IytA
completo (apartado 1.1.l1.) (Figura 9), era necesario el proceso de conversidn para alcanzar la
méxima actividad (Tabla 4). En la Tabla 4 se observa también que la actividad hidrolitica de los
extractos de E. coli C600 (pED3) era equivalente a un 5,7‘% de la que presentaban los extractos
de E. coli C600 (pEDI). La actividad especifica de la amidasa LYTA truncada purificada a
homogeneidad electroforética representaba un 3,5% de la que se detectaba con la.amidasa
LYTA intacta. Por otra parte, el desoxicolato al 1% (p/v} incrementaba 8 veces la actividad

hidrolitica en los extractos de ambas cepas (Tabla 4).

3.2.2. Obtencion y caracterizacion de la cepa EM3 de S. pneumonige.

E! plasmido pED3 se uiilizd para transformar células competentes de la cepa M3
de S. pneumonige. Uno de los clones transformantes resistente a tetraciclina se aislé e identificd
como S. pneumoniae M3} (pED3) y se denominé cepa EM3. Cuando la cepa EM3 se cultivaba en
medio C+Y su fase exponencial de crecimiento era similar a la de la cepa R6, sin embargo
carecia practicamente de fase estacionaria produciéndose la autolisis del cultivo al final de la fase
exponencial (Figuras 18 y 46). Cuando se afiadia tetraciclina al medio C+Y, el crecimiento de
EM3 disminuia y se hacia mas lento. En presencia de penicilina G el comportamiento de la cepa
EM3J era similar al mostrado por la cepa Ré (Figura 18). Estos resultados indicaban que la amidasa
LYTA truncada se expresaba en el sistema homélogo y que su regulacién durante la fase
exponencial de crecimiento era similar a la de la enzima parental LYTA, Sin embargo, y a
diferencia de 1o que ocurria con la cepa Ré, cuando S. pneumonice EM3 se_tra’taba con
desoxicolato (apartado 3.2. de Materiales y Métodos) no se producia la lisis celular (fenotipo
DOC"). Este efecto no era una respuesta general de la cepa EM3 a la accidn de los detergentes
ya que el Tritdén X-100 si provocaba la lisis de los cultivos.

En la Tabla 5 se. compara la actividad hidrolitica in vitro sobre paredes celulares de
neumococo en los extractos crudos de las cepas R6 y EM3. Como se puede observar, la

actividad de la cepa EM3 representa un 70% de la que presenta la cepa Ré. Esta pequeiia



TABLA 4. Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

crudos de las cepas de E. coli que se indican.

A.E.2 Activacién por desoxicolatoP”
Cepa _
Conversioén (nimero de veces)
(=) (+)
C600(pED1) 900 8.000 8
C600 (pED3) 440 460 8

Los valores son la media de dos experimentos.

2 A.E., actividad especifica (CPM/ug proteina) en 10 minutos de ensayo. Los extractos se
obtuvieron como se describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos. (+) significa que
los ensayos de actividad enzimatica se realizaron como se detalla en el apartado 9.1.1. de
Materiales y Métodos, es decir, preincubando el extracto en presencia de colina }40 mM
{conversidn). (-) significa que los ensayos de actividad se realizaron como se indica en el
apartado 9.1.1. de Materiales y Métodos pero sin preincubar el extracto durante 10
minutos en presencia de colina, es decir, en ausencia de conversién,

b L2 actividad enzimética de los extractos se determind como se describe en el apartado
9.1.1. de Materiales y Métodos, en ausencia o en presencia de desoxicolato al 1% (p/v).
Para evitar la formacion de precipitados, al detener la reaccidn no se afiadid formaldehido.
En la tabla se muestra el nimero de veces que se incrementa la actividad hidrolitica del
extracto cuando éste se ensaya en presencia del detergente.

En todas las valoraciones de actividad se utilizaron como sustrato paredes celulares de
neumococo marcadas radiactivamente con [meti!-3H]coIina.
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Figura 18. Curvas de crecimiento de las cepas de neumococo Ré (e) y EM3 (4) en medio C+Y.
En linea discontinua se representa la respuesta de los cultivos a la penicilina G (0,14 ug/ml, 20 x
MIC). La flecha indica el momento en el que se afiadié el antibidtico. El crecimiento y la lisis se
siguieron por nefelometrfa (N).



TABLA 5. Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

crudos de las cepas de §. pneumoniae que se indican.

Cepa Actividad especifica Porcentaje de actividad
(CPM/ug proteina)

R6 . 1.900 : 100

EM3 " 1.330 70

Los valores son la media de 3 experimentos. La actividad especifica se refiere a 10
minutos de ensayo.

Los extractos se obtuvieron como se describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos.
Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron como se detalla en el apartado 9.1.2. de
Materiales y Métodos. Se utilizaron como sustrato paredes celulares de neumococo
marcadas radiactivarnente con [metil-3 Hjcolina.
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diferencia entre los niveles de actividad de ambas cepas no explica, sin embargo, el fenotipo
.DOC' de S. pneumoniae EM3, ya que se conocen cepas de neumococo que muestran un fenotipo
DOCT™ con un nivel de actividad litica inferior al de la cepa EM3. Asi, por ejemplo, la cepa
M31(pNLC7) (apartado 5.2.4.) , o la South African CMR40 (Liu y Tomasz, 1985) tienen una
actividad amidasica que representa un 10% y un 15%, respectivamente, de la que presenta la
cepa R6 y, sin embargo, muestran un fenotipo DOC? . El fenotipo DOC™ de la cepa EM3
tampoco era debido a un efecto inhibidor del desoxicolato sobre la actividad de la proteina LYTA
truncada, ya que, al contrario, este detergente actuaba como un activador de fa enzima (Tabla 4).

Cuando se analizd la expresion del gen JytA truncadb durante el crecimiento de la cepa
EM3 se observd que ésta era constitutiva, un resultado similar al que se habia obtenido con el gen

iytA completo y provisto de su propio terminador de la transcripcion (apartados 3.1.1 y 3.1.2.).
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4, LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA AMIDASA LYTA DE NEUMOCOCO.

Las autolisinas, como el resto de las proteinas de la bacteria, se sintetizan en el citoplasma de
la célula, por lo que necesitan atravesar la membrana citoplasmica para alcanzar su sustrato, la
pared celular, Dado que la amidasa LYTA de neumococo parece sintetizarse de forma
constitutiva en la célula (apartado 3.1.), su regulacion debera realizarse a un nivel post-
traduccional. La posible translocacién de la enzima a través de la membrana podria ser unc de los
puntos clave para dicha regulacién, como ya habian postulado Hdltje y Tomasz (1975 a). Para

analizar este aspecto era imprescindible conocer la localizacion subcelular de ta enzima,

4.1. Localizacién _subcelular de la amidasa LYTA mediante técnicas

inmunocitoquimicas.

4.1.). Localizacidn inmunocitoquimica en S. pneumoniae.

Para determinar la localizacibén subcelular de la amidasa LYTA en neumococo se utilizaron
las cepas R6 y M3l (pRG2) (Tabla 1) cultivadas en medio C+Y. Las células intactas de
S.pneumonige M31 {(pRG2) y Ré se analizaron mediante técnicas inmunocitoquimicas empleando
anticuerpos anti-amidasa LYTA. La observacion al microscopio electronico (Figura 19 A y B)
reveld que los anticuerpos se localizaban preferentemente en la region del septo de la célula en
ambas cepas, lo que indicaba una localizacion periférica para la enzima LYTA, y confirmaba la
participacion de la amidasa de neumococo en el proceso de separacion de las células hijas (Ronda
y cols., 1987). Sin embargo, cuando R6 se cultivaba en un medio que contenia etanolamina en
lugar de colina, medio Cden-EA, no se observaba reaccién de las células-EA con los anticuerpos
(Figura 19 C). Este resultado sugeria que en las células-EA, o bien la amidasa no era accesible af
anticuerpo, © bien esta enzima se liberaba al medio de cultivo. Esta Ultima posibilidad, sin
embargo, no parecia ser la correcta, ya que en ningln caso se habia detectado accividad amidasica
en el medio de cultivo cuando S. pneumoniae R6 se cultivaba en C+Y o en Cden-EA.

E! andlisis de secciones ultrafinas de las células de S. pneumonice R6é y M31 (pRG2)
mediante técnicas inmunocitoquimicas presentd serias dificultades. Este hecho podia ser debido a
varias causas: i) un nimero muy reducido de moléculas de enzima LYTA en las secciones celulares
analizadas; ii) limitaciones técnicas del método empleado para la fijacion de las muestras que
podria producir la liberacién o alteracién de la amidasa; iii) la baja sensibilidad del anticuerpo
utilizado. Todo ello hacia muy dificil el estudio de ia localizacion subcelular de la amidasa LYTA en

neumococo mediante técnicas inmunocitoquimicas. Por este motivo, se decidid estudiar la



Figura 19. Localizacidn inmunocitoquimica de la amidasa LYTA en células de S. pneumoniae.
Panel A. S. pneumoniae R6 cultivado en medio C+Y.
Panel B. S. pneumoniae M31 (pRG2) cultivado en medio C+Y.




Figura 19. (continuacion)

Panel C. S. pneumonie R6 cultivado en medio Cden-EA.

La preparacion de las muestras se realizé como se indica en el apartado | 1. de Materiales y
Métodos. Aumentos (x 97.500)
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localizacidn de esta proteina en un sistema que sintetiza mayores cantidades de enzima y para el
que se han desarrollado diferentes métodos de localizacidn subcelular. La cepa E.cofi CM2|
[HBIOI (pGL80)] (Garcia y cols., 1986 ¢), que expresa una actividad amidasica 300 veces

superior a ta de la cepa R6 de neumococo, fue la seleccionada para realizar estos estudios.

4.1.2. Localizacién inmungcitoquimica_en E, coli.

Para estudiar la focalizacion subcelular de la amidasa LYTA en células intactas de E. colj
CM2I1 asi como en secciones ultrafinas de éstas, se utilizaron las mismas técnicas
inmunocitoquimicas que las empleadas para S. pneumoniage (apartado 4.1.1.). Como se aprecia en
la Figura 20 A, una minima, aunque significativa, fraccion de la amidasa se localizaba en la
membrana externa de E. coli. De hecho, empleando en un ensayo de actividad enzimaitica las
células intactas de la cepa CM21 se detectaba el 3% de la actividad amidésica que se observaba en
un extracto crudo de dicha cepa. El anilisis de secciones celulares mostrd una localizacién
periférica de ia enzima LYTA en E. coli (Figura 20 B y C). La mayoria de las moléculas de amidasa
se localizaban en la envoltura celular y apenas si se observaban anticuerpos anti-amidasa LYTA en
el citoplasma de las bacterias.

Cuando se determinaba la actividad amidasica en los extractos crudos de E.coli CM21,
sdlo era posible detectarla en la fraccién soluble de dichos extractos (Garcia y cols., 1985 a;
Garcia y cols., 1987 b). Estos resultados y los obtenidos mediante el andlisis inmunocitoquimico
sugerian la posibilidad de que la amidasa LYTA se localizase mayoritariamente en el espacio
periplasmico de E. coli, bien soluble o bien débilmente asociada a estructuras de la envoltura
celular. Para conocer cudl de estas dos posibilidades era la correcta se llevaron a cabo

experimentos de fraccionamiento subcelular,

4,2, Localizacion subcelular de la amidasa LYTA en E. coli mediante técnicas de

fraccionamiento subcelular

4.2.1. Fraccionamiento sybcelular mediante choque osmético.

El método de fraccionamiento subcelular desarrollado por Nossal y Heppel (1966),
basado en el choque osmético de las células que libera proteinas periplismicas, es uno de los mas
empleados para la localizacidn de proteinas en bacterias. Cuando un cultivo de E. coli CM21 se
someti® a esta técnica de fraccionamiento, utilizando la B-lactamasa y la isocitrato-

deshidrogenasa (ICDH) como enzimas marcadoras periplismica y citoplasmica respectivamente,



Figura 20. Localizacién inmunocitoquimica de la amidasa LYTA en células intactas Yy en secciones
ultrafinas de E. coli CM2I [HBI0I (pGL80)].

Las muestras se obtuvieron como se indica en el apartado | 1. de Materiales y Métodos.

Panel A. Células intactas [aumentos (x 31.350)].




Figura 20. (continuacién)
Panel B. Secciones celulares ultrafinas [aumentos (x 70.200)].
Panel C. Secciones celulares ultrafinas [aumentos (x 143.640)].
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se obtuvieron los resultados que se detallan en la Tabla 6. Como se observa en dicha tabla, la
fracciéon periplismica (fraccién de sacarosa y fraccion HpO) contenia el 80% de a actividad
amidasica y tan sOlo un 4% del marcador citoplasmico, lo que sugeria una localizacidn periférica
para la enzima LYTA. Aunque estos resultados confirmaban los obtenidos mediante los analisis
inmunocitoquimicos (apartado 4.1.2.), la localizacién de la amidasa en la célula de E. coli no
correspondia, sin embargo, a la de una proteina tipicamente peripidsmica como la B-lactamasa
(Tabla 6).

En la literatura se han descrito proteinas (grupo D) (Beacham, 1979), entre las que se
encuentran el factor de elongacion Tu (Jacobson y cols., 1976) y la tiorredoxina (Lunn y Pigiet,
1982), que se caracterizan por su localizacién en la cara interna de la membrana citoplasmica de
E.coli. Estas proteinas pueden ser liberadas de la célula mediante choque osmético pero no
mediante formacidén de esferoplastos (Beacham, 1979). Para comprobar si la amidasa LYTA se
comportaba como una proteina del grupo D, se estudid su localizacion subcelular mediante la

formacién de esferoplastos.

4.2.2. Localizacion subcelular mediante la formacidn de esferoplastos.

La formacion de esferoplastos mediante tratamiento de las células de E. coli CM2! con
sacarosa-lisozima-EDTA sélo liberd en la fraccidon periplasmica el 15% de la actividad amidasica
total de {a célula (Tabla 7). Esta cantidad de enzima era similar a [a liberada en la fraccion de
sacarosa del choque osmético (Tabla 6), lo que sugeria que tal liberacién no se debia a la hidrdlisis
del peptidoglicano por la lisozima. Tan s6lo un 3% del marcador citoplasmico (ICDH) se detectd
en la fraccidn periplasmica (Tabla 7), lo que indicaba que la liberacién de la amidasa LYTA en los
esferoplastos no era debida a lisis celular.

Dado que la cantidad de enzima LYTA liberada mediante la formacion de esferoplastos
era inferior a la liberada mediante técnicas de choque osmotico (Tablas 6 y 7), se podia concluir
que aunque Ja amidasa estaba mayoritariamente {80%) asociada a la envoltura celular de E. cofi
CM21, solo un 15% se localizaba soluble en el espacio periplasmico. El 65% restante estaria
asociado a la membrana por interacciones débiles.

Se han descrito algunas proteinas localizadas en ia cara interna de la membrana
citoplasmica de E. coli que no se liberan mediante formacién de esferoplastos pero sl mediante
choque osmbtico (apartado 4.2.1.). Sin embargo, esta liberacibn por chogue osmbtico se
suprime en presencia de cationes divalentes {Beacham, 1979; Jacobson y cols., 1976; Lunn y
Pigiet, 1982). La pequefa, aunque significativa, cantidad de amidasa LYTA liberada mediante la

formacion de esferoplastos, junto con el hecho de que la liberacion de esta enzima por choque



TABLA 6. Liberacion de la amidasa LYTA mediante choque osmdtico de tos cultivos de

E. coli CM2i [HB101 (pGL8O)].

Fraccidn
Enzima i
Medio Sacarosa H,0 Células
Soluble Sedimentable
Amidasa 1 19 60 20 N.D.
B-Lactamasa N.D. 83 17 N.D. N.D.
ICDH N.D. 1 3 96 N.D.
L - . 1 _J

Los valores son la media de 5 experimentos y se expresan como porcentajes de [a
actividad enzimatica total del cultivo.

N.D., significa que no se pudo detectar actividad enzimdtica.

El procedimiento utilizado para realizar el choque osmdtico de las células se detalla en el
apartado 7.1. de Materiales y Métodos.

Las enzimas B-Lactamasa e isocitrato-deshidrogenasa (ICDH) se ensayaron como se
describe en el apartado 9.2. de Materiales y Métodos. La amidasa LYTA se ensayd como
se describe en el apartado 9.1.1. de Materiales y Métodos, utilizando como sustrato
paredes celulares de neumococo marcadas radiactivamente con [mets'l-3H]co|ina.



TABLA 7. Liberacidn de la amidasa LYTA mediante formacién de esferoplastos en los
cultivos de E. coli CM21 [HB10I (pGL80)].

Fraccién
Enzima
Medio Periplasma Células
Soluble Sedimentable
Amidasa i 15 84 N.D.
B-Lactamasa N.D. 100 N.D. N.D.
ICDH N.D. 3 97 N.D.

Los valores son la media de 5 experimentos y se expresan como porcentajes de la
actividad enzimatica total del cultivo.

N.D., significa que no se pudo detectar actividad enzimatica,

La formacién de esferoplastos se describe en el apartado 7.2. de Materiales y Métodos.
La actividad de las enzimas se determiné como se indica en la Tabla 6.
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osmético fuese independiente de la presencia de MgCly en el fraccionamiento realizado (Figura
21), sugeria que la amidasa LYTA de neumococo se localizaba mayoritariamente en la cara
externa de la membrana citoplasmica de E. coli CM21.

Para confirmar la localizacién periplasmica de la amidasa LYTA, se intentd el tratamiento
de los esferoplastos de E. coli CM2| con enzimas proteoliticas. Sin embargo, los resultados de
este experimento no fueron satisfactorios. La amidasa de neumococo era muy resistente al
ataque por enzimas proteoliticas en los tampones utilizados para la formacidon de los
esferoplastos. Asi, por ejemplo, cuando los extractos crudos de E. coli CM21 se trataban, en
presencia del tampdn empleado para formar los esferoplastos, con 0,1 mg/ml de tripsina o
proteinasa K (I:1, proteasa:proteina totaf) durante 30 minutos a 30 ©C, solo perdian el 20% de
su actividad amidasica inicial. Cuando las proteasas se utilizaban a concentraciones superiores a
0,1 mg/ml, (nicamente se conseguia una disminucidon parcial de fa actividad amidisica y la

integridad de los esferoplastos sufria dafios irreversibles.

4.2.3. Conversién in vin de la amidasa LYTA en células plasmolisadas de E. coli CM21.

Styrvold y cols. (1986) demostraron que fa colina no puede penetrar al citoplasma de E.
coli a menos que las células sean plasmolisadas con NaCl o sacarosa. Esre' procesc requiere
sintesis proteica de novo, ya que cesa totalmente en presencia de inhibidores de dicha sintesis
(Styrvold y cols., 1986). Asi, en células de E, coli CM21| plasmolisadas en presencia de tetraciclina
y espectinomicing, la colina afadida al medio de cultivo sélo alcanzaria el periplasma celular y, por
lo tanto, sblo podria activar (convertir) a la amidasa LYTA presente en el espacio periplasmico.
Los experimentos de conversion in vivo en presencia de colina (apartado 10. de Materiales y
Métodos) demostraron que la amidasa presente en la fraccion de la sacarosa, y que representaba
aproximadamente el 15% de la amidasa celular (Tabla 6), se habia convertido a la forma C. Ei
65% de la enzima que permanecia en las células plasmolisadas (representaba el 55% de la amidasa
celular) se encontraba también como forma C. Estos resultados confirmaban los obtenidos en
los apartados 4.2.1 y 4.2.2., e indicaban que aproximadamente el 70% de la amidasa celular era
accesible a la colina, es decir, se localizaba externamente a la membrana citoplasmica, bien
soluble, bien asociada a membrana.

Las proteinas que se encuentran débilmente asociadas a la membrana de E. coli pueden
aislarse en la fraccibn de membrana o en la fraccidon soluble (citoplasma) dependiendo del
procedimiento utilizado para romper las células (Beacham, 1979; Lunn y Pigiet, 1982). La

amidasa LYTA siempre se aislé6 en la fraccidn soluble, tanto si las células de E. coli CM21 se
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Figura 21, Efecto de los iones Mgz"' en la liberacién de la amidasa LYTA de células de E. coli
CM21 [HBI101 (pGL8BO)] sometidas a choque osmébtico.

Las células se sometieron a choque osmético como se describe en el apartado 7.1, de Materiales
y Métodos, afiadiendo en el choque hipoténico distintas concentraciones de MgCly. Las
abreviaturas utilizadas son : P, fraccion periplasmica; C, fraccidn celular (citoplasma y envolturas
celulares). Las barras representan el porcentaje de actividad enzimdtica en ambas fracciones :

barras negras (amidasa LYTA), barras blancas (B-lactamasa), barras rayadas (isocitrato-
deshidrogenasa).
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rompian mediante sonicacion (Tabla 7), como si se utilizaban otros métodos de ruptura como

presién o agitacidn con bolas de vidrio.

4.3, Localizacidn subcelular de la amidasa LYTA en mutantes de secrecidén de E. coli.

Se han caracterizado mutantes de E. coli (lky, exc, tol) que secretan proteinas
periplismicas al medio de cultivo y que pueden ser utilizados para determinar la localizacion
subcelular de las proteinas (Fognini-Lefebvre y cols., 1987) (apartado 3.7.5. de la Introduccién).
Por este motivo, la cepa mutante E. coli NL8 (tolA]) se transformd con el plasmido pGL80
(Garcia y cols., 1986 ¢). Cuando la cepa transformante NL8 (pGL80) se cultivd hasta la fase
estacionaria de crecimiento y se determiné la actividad amidésica liberada al medio de cultivo,
utilizando como enzimas marcadoras la B-lactamasa y la {CDH, se obtuvieron los resultados que
se detallan en la Tabla 8. En esta tabla también se muestran los resultados obtenidos con la cepa
CM21] cultivada en ldas mismas condiciones. Mientras que E. coli CM21 tan sblo liberaba al medio
el 1% de la proteina LYTA, E. coli NL8 (pGL80) liberaba aproximadamente el 15% de la amidasa
al medio de cultivo. Este resultado demostraba, de nuevo, que el 15% de la amidasa celular

permanece soluble en el espacio peripldsmico de E. coli.

4.4, Estudio del mecanismo de secrecion de la amidasa LYTA,

Una vez demostrado que la amidasa LYTA se localizaba mayoritariamente en el espacio
periplasmico de E. cofi débilmente asociada a la membrana citoplismica, se procedid al estudio del
mecanismo de translocacion utilizado por esta enzima para alcanzar dicho espacio celular.

La amidasa LYTA es una molécula fundamentalmente hidrofilica (Garcia y cols., 1986 ¢c)y
el analisis de su secuencia de aminoacidos no permite identificar ninguna estructura caracteristica
de un péptido sefial N-terminal.

Para comprobar si la proteina LYTA liberada de E. cofi CM21 mediante técnicas de
choque osmético sufria un procesamiento en la regidn N-terminal de su molécula que pudiese
explicar un mecanismo de translocacidon basado en la existencia de un péptido sefial N-terminal
procesable, se purificé por cromatograffa de afinidad en DEAE-celulosa la enzima asociada a las
fracciones periplasmica y citoplasmica (fraccidén soluble) del choque osmético. La enzima LYTA
purificada de ambas fracciones presentaba una movilidad electroforética en geles de
poliacrilamida-SDS practicamente idéntica, correspondiente a 36,5 kd (Figura 22), y no se
apreciaba mas de una banda cuando la proteina de las dos fracciones se aplicaba en la misma calle

del gel. La amidasa de la fraccidn periplismica y citoplésmica presentaba la misma secuencia de



TABLA 8. Liberacidon de la amidasa LYTA al medio de cultivo en las cepas E. coli
NL8(pGL80) y E. coli CM21 [HBI0OI (pGL8O)].

Medio de cultivo Células
Enzima
CM21 NL8 (pGL80) CM21 NL8 (pGL80)
Amidasa 1 13 99 87
B-Lactamasa 21 87 79 13
ICDH "N.D. N.D. 100 100

Los valores son la media de 4 experimentos y se expresan como porcentajes de la
actividad enzimatica total del cultivo.

N.D., indica que no se pudo detectar actividad enzimética en esa fraccion,

Las células se cultivaron hasta la fase estacionaria de crecimiento. Despuésb de uma
centrifugacidn, el sobrenadante (medio de cultivo) y el sedimento (células), previamente
resuspendido en tampdn Tris-maleato 50 mM, pH 6,5 y sonicado, se ensayaron para
determinar sus niveles de actividad enzimatica. La actividad de cada una de las enzimas se
determiné como se indica en la Tabla 6.
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“igura 22. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS de la amidasa LYTA purificada de las _
racciones peripldsmica y citoplasmica de E. coli CM21.

as células de E. coli CM2| [HBIOI (pGL80)] se sometieron a un choque osmébtico como se
lescribe en el apartado 7.1. de Materiales y Métodos. La amidasa LYTA liberada en las fracciones
eriplasmica (calle 1) y citoplismica (calle 2) se purificd mediante una cromatografia de afinidad
n DEAE-celulosa segln se detalla en el apartado 12.1. de Materiales y Métodos, y se analizbd
1ediante una electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10%. En la calle 3 se muestran las
roteinas marcadoras : fosforilasg b, seroalblimina bovina, ovoalbumina, anhidrasa carbénica e

)

thibidor de tripsina. La M¢ (x107°) de las proteinas marcadoras se indica en el margen derecho.
a flecha sefiala la M, de la amidasa LYTA.
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aminodcidos en su region N-terminal (Met, Glu, lle, Asn, Val, Ser), secuencia idéntica a la
deducida del andlisis del gen /ytA (Garcia y cols., 1986 ¢). La proteina LYTA purificada de
neumococo también presentaba la misma M, que se deduce de la secuencia del gen, y no se pudo
observar la existencia de formas minoritarias de menor M.

Estos resultados demostraban la ausencia de un péptido sefial procesable en la molecula
LYTA. Sin embargo, no se puede descartar que esa ligera diferencia en la movilidad
electroforética observada para la amidasa de las fracciones citoplismica y periplasmica pueda ser
debida a otro tipo de modificaciones de la enzima periplasmica durante el proceso de

translocacion.
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5. ENZIMAS LITICAS QUIMERICAS ENTRE LA AMIDASA LYTA Y LAS
LISOZIMAS CPLI o CPL7.

El estudio comparativo de las secuencias de nuclebtidos de los genes IytA, hbl, cpli, cpl7 y
¢pl? reveld que las enzimas que hidrolizan la pared celular de neumococo podian ser el resultado
de la fusidn de dos dominios funcionales independientes, unc que contenia el centro activo de la
molécula (dominio N-terminal) y otro responsable del reconocimiento de los icidos teicoicos de
la pared celular (dominio C-terminal) (Garcfa y cols., 1988; Garcia y cols., 1990; Romero y cols.,
1990 b). La conscruccidn de enzimas quiméricas funcionales mediante la recombinacién in vitro de
los genes que codifican para las proteinas LYTA, CPLI y CPL7, seria la demostracidon
experimental de la hipbtesis que postula la organizacién modular de las enzimas liticas de pared de
S. pneumonice y de sus bacteridfagos. El intercambio entre los dominios N- y C-terminales de las
enzimas LYTA, CPLI y CPL7, permitiria comprobar de forma directa si éstos realmente actdan
come auténticos dominios funcionales y si la funcidn que se habia asignado a cada uno de ellos era

la correcta.

5.1. Enzimas liticas quiméricas entre la amidasa LYTA y la lisozima CPLI,

Se procedid, en primer lugar, a la construccion de enzimas liticas quiméricas entre la
amidasa LYTA vy la lisozima CPLI. Las dos enzimas parentales requerian la presencia de colina en
la pared celular para llevar a cabo su actividad, pero mientras la amidasa LYTA necesitaba el
proceso de conversidn para alcanzar su maxima actividad (apartado 4.6.1.1.1. de la Introduccién),
la lisozima CPLI era independiente de dicho proceso (Garcia y cols., 1987 a). Esta Gltima
caracteristica permitiria diferenciar ambos dominios C-terminales en las proteinas quiméricas. Si
la hipotesis sobre la organizacidn modular de estas enzimas fuese correcta, las dos proteinas
hibridas deberian poseer propiedades que fuesen combinacidon de las que presentaban las
correspondientes enzimas parentales, es decir, deberia originarse una lisozima convertible y una

amidasa no convertible,

5.1.1. Construccion de las enzimas quiméricas CLL y LCA,

La comparacion de las secuencias de aminodcidos de las proteinas LYTA y CPLI ha
permitido diferenciar dos dominios moleculares, un dominio N-terminal no homodlogo y un
dominio C-terminal homologo en las dos proteinas (Figura 7). En la amidasa LYTA el dominio N-

terminal esta constituido por |76 aminoédcidos, mientras que en la lisozima CPLI1 la longitud del
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dominio N-terminal es de 200 aminoicidos (Garcia y cols., 1988). Los dominios C-terminales de
las dos enzimas se estructuran en § motivos de secuencias repetidas de aproximadamente 20
aminoicidos cada uno (Pl a2 Pé) (Figura 7) (Garcia y cols., 1988). El motivo Pl podria
representar, junto con los Gltimos aminodcidos del dominio N-terminal, la region de unidn entre
los dos dominios de la molécula. Esta regidn de unidn seriz la mas adecuada para realizar la fusién
entre la amidasa LYTA y la lisozima CPLI.

La construccién de las enzimas quiméricas entre la amidasa LYTA y la lisozima CPL1 se
levé a cabo mediante recombinacidn in vitro entre los genes IytA y cpli. Para ello se aprovechd la
existencia en el gen lytA de una diana de restriccion SnaBl que se localiza en la regidn que codifica
para el dipéptido Tyr'87-VaI 188 4e| motivo P1 de la proteina (Garcia y cols., 1988), regién que
parecia la mas adecuada para llevar a cabo la fusibn de los genes IytA y ¢pll, como ya se ha
indicado anteriormente. Dado que el gen cpll carece dg una diana de restriccién SnaBl en una
posicion equivalente a [a ocupada por la del gen lytA, se creb esta diana mediante técnicas de
mutagénesis dirigida (Figura 23). La nueva diana SnaBl se localiza en la secuencia del gen cpll que
codifica para el dipéptidé Phe2! l-Arg?'I2 de la proteina CPL1 (Figura 23). Este dipéptido esta
situado dentro del motivo P de la lisozima CPLI en una posicién equivalente a la ocupada por el
dipéptido Tyr-Val del motivo Pl de la amidasa LYTA (Garciz y cols., 1988). El gen cpll mutado
(cpll .) se selecciond mediante digestiobn con la endonucleasa de restriccion SnaBl. La
secuenciacion de la region del gen cpl! " que contiene la nueva diana SnoBl no reveld la existencia
de mutaciones no deseada;s. |

El plismido pCIP54 contiene clonado el gen cpll * y su construccion se detalla en la Figura
23. Aunque la creacidn de la diana SnaBl en el gen cpl! supuso la sustitucidn en la lisozima CPLI
del dipéptido Phe2! I-/'?«rg2 12 por el dipéptido Tyr-Val (Figura 23), la proteina resultante (CPLI *)
se comportaba de forma similar a como lo hacia la lisozima parental (CPL1). En los extractos
crudos de E. cofi HBIQ! (pCIP54) se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de
neumococo pero sélo cuando éstas contenian colina en su composicién.

La fusion de la region del gen cpl! ) que codifica para el dominio N-terminal de la lisozima
CPLI  conla regidn del gen IytA que codifica para el dominio C-terminal de la amidasa LYTA, se
realizd como se muestra en la Figura 23, El plismido resultante, pCL, se aislé a partir de
transformantes de E. coli resistentes a ampicilina, tetraciclina y cloranfenicol. La fusidn génica
realizada se confirmd mediante secuenciacion. El plismido pCL contiene el gen quimérico ¢li que
codifica para la proteina quimérica CLL (Figura 23).

Para realizar la fusién de la regién del gen IytA que codifica para el dominio N-terminal de
la amidasa LYTA con la region del gen cpll ) que codifica para el dominio C-terminal de la lisozima

CPLI, se siguid la estrategia que se muestra en la Figura 23. El plismido resultante, pLC, se aisld
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Figura 23. Construccién de los plasmidos pCL y pLC.

Mediante mutagénesis dirigida se cred una diana de resriccion SnaBl en el gen ¢pll clonado en la
forma replicativa del fago MI3 (M)3tgl30-cpli). El vector fagico se representa con linea
ondulada. Se indica la secuencia del oligonucletido empleado para la mutagénesis. Se muestra
también la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos derivada {en codigo de una
letra) de la regién que rodea al aminoacido 211 de la lisozima CPLI y de su, forma mutada,
respectivamente. La diana de restriccion SnaBl creada en el gen mutante cpll se indica en la
parte inferior de la secuencia parcial de nucletidos de dicho gen. Las abreviaturas utilizadas para
las dianas de restriccién son : B, BamH|; E, EcoRl; H, Hindlll; P, Pst; Pv, Pvull; S, SnaBl; Sm, Smal;
Ss, Sspl. o, indica un gen delecionado. La posicién y la direccién de la transcripcidn de los genes
se sefiala con una flecha. Los genes IytA y cpll se representan con barras blancas y negras,
respectivamente. Los plésmidos pGL80 y pGL8I contienen el gen IytA clonado en pBR325 pero
en orientaciones opuestas (Garcia y cols., 1986c; Garcia y cols., 1987b). En la parte inferior de
la figura se muestra la secuencia de nucledtidos y la secuencia de aminoacidos derivada (en codigo
de una letra) de la regidn que rodea a la diana SnaBl de los genes quiméricos. También se
representan esquematicamente las nuevas proteinas quimeéricas, indicando el nimero de
aminoacidos de cada uno de los dominios que se han intercambiado.
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de transformantes resistentes a ampicilina y cloranfenicol pero sensibles a tetraciclina. La fusion
génica realizada se confirmé mediante secuenciacién, El plasmido pLC contiene el gen quimérico

Ica que codifica para la proteina quimérica LCA (Figura 23).

5.1.2. Caracterizacibn bioquimica de las proteinas quiméricas.

En los extractos crudos de E. coli HB101 (pCL) y E. coli HBIO1 (pLC) se detectd
actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo que contenian colina en sus acidos
teicoicos (Tabla 9), si bien esta actividad no era detectable cuando las paredes celulares
empleadas contenian etanolamina. Este resultado demostraba que las proteinas quiméricas CLL y
LCA : i) se expresaban en E. coli, ii) eran activas, iii) dependian de la colina para su actividad
(Figura 24), y iv) constituian el primer ejemplo de quimeras activas entre una proteina de bacteria
y una proteina de fago.

La enzima CLL, construida con el dominio N-terminal de la lisozima CPLI del fago Cp-I
y con el dominio C-terminal de la amidasa LYTA de neumococo, requeria el proceso de
conversién para alcanzar su maxima actividad enzimdtica. Por el contrario, la quimera LCA,
construida con el dominio N-terminal de la amidasa LYTA y el dominio C-terminal de la lisozima
CPLI, no requeria el proceso de conversién (Tabla 9 y Figura 24).

Dado que tanto la quimera CLL como la quimera LCA reconocen especificamente los
residuos de colina de la pared celular, su purificacion a homogeneidad electroforética se llevbd a
cabo mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa (Sanz y cols., 1988). La quimera
LCA presentd una M, en geles de poliacrilamida-SDS de 36.000 (Figura 25), io que estaba de
acuerdo con la M- deducida del andlisis de su secuencia primaria, 36.100. Sin embargo, la quimera
CLL presentaba una M, (38.500) ligeramente inferior a la que se deducia del analisis de su
secuencia (39.300) (Figura 25), lo que podia deberse a una movilidad andmala de esta enzima en
geles de poliacrilamida-SDS como ya se ha descrito para otras proteinas. Las enzimas parentales
presentaban las M, esperadas, 36.500 para la amidasa LYTA y 39.000 para la lisozima CPLI
(Figura 25).

Cuando las enzimas quiméricas purificadas se sometfan a tratamiento térmico (45 °C)
durante 10 minutos su actividad se reducia al 50%, un comportamiento similar al que presentaban
las enzimas parentales. Este hecho sugerfa que las nuevas interacciones entre dominios no
introducian alteraciones significativas en la estructura de la proteina quimérica, al menos en lo que
se refiere a su estabilidad térmica.

Las propiedades bioquimicas mas importantes para las proteinas quiméricas, comparadas

con las que presentan las dos enzimas parentales, se resumen en la Tabla !0. Cuando se digieren



TABLA 9. Efecto de la conversidn sobre la actividad de las enzimas LYTA, CPLI, LCA y

CLL.
Actividad enzimatica (CPM/10 minutos)
Preincubacién —
LYTA CPL1 LCA CLL
8in colina @ 342 2.507 3.728 240
Con c¢olina b 3.459 2.699 3.121 2.067

Los valores son la media de 2 experimentos.

Los extractos crudos de las cepas transformantes de E. cofi HBIOI que contienen los
plasmidos pGL80 (lytA), pCIP50 (cpll), pLC (lca) o pCL (clf), se obtuvieron como se
describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos. La actividad enzimdtica en (b) se
decermind como se detalla en el apartado 9.1.1. de Materiales y Métodos, es decir,
preincubando los extractos en presencia de colina 140 mM durante 10 minutos a 4 °C
(conversién). Se utilizaron como sustrato paredes celulares de neumococo que contienen
colina marcadas radiactivamente con [metii-3H]colina. La actividad enzimitica en (a) se
determindé como en (b) pero sin preincubar con colina. El empleo de extractos crudos es
necesario para evitar la conversién de las enzimas durante el proceso de purificacion.
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Figura 24, Representacién esquemidtica y propiedades enzimdaticas de las enzimas LYTA, CPLI,
LCA, y CLL. _

Se muestra como referencia la posicibn de la diana de restriccidn SnoBl utilizada para la
construccidn de los genes quiméricos. Los nimeros 2 la derecha e izquierda de la diana SnoBl
indican 12 longitud en aminodicidos de los dominios N- y C-terminales de las enzimas parentales.
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Figura 25. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% de las enzimas LYTA, CPLI,
LCA y CLL purificadas.

Las cuatro enzimas se purificaron mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa
como se describe en el apartado 12.1. de Materiales y Métodos. Calle |, proteinas marcadoras :
fosforilasa b, seroalblmina bovina, ovoalgﬂmina, anhidrasa carbénica, inhibidor de tripsina; en el
margen izquierdo se muestra su M, (x1072). Calle 2, proteina CPLI purificada de extractos de E.
coliHB10I (pCIP50). Calle 3, proteina CLL purificada de extractos de E. coli HB10|1 (PCL). Calle
4, proteina LCA purificada de extractos de E. coli HBI0I (pLC). Calle 5, proteina LYTA
purificada de extractos de E. coli RB791 (PGL100). En cada calle se aplicé | ug de proteina.



TABLA 10. Propiedades bioquimicas de las enzimas LYTA, CPLI, LCA y CLL

purificadas.
Propiedad

Enzimas Actividad enzimatica Pared celular® Ky €o.CIgg

Tipo 2 A.E.P Col. EA. g/1 mM 9
LYTA Amidasa 600.000 + - 0.04 24
CPL1 Lisozima 750.000 + - 0.09 3
LCA Amidasa . 180.000 + - 0.32 5
CLL Lisozima 800.000 + - 0.03 20

Las enzimas se purificaron mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa
como se describe en el apartado 12.1. de Materiales y Métodos.

3 £ tipo de actividad enzimitica se determind como se describe en la Figura 26.

b A.E., actividad especifica (unidades/mg proteina). La actividad enzimatica de las proteinas
purificadas se determind como se describe en el apartado 9.1.3. de Materiales y Métodos,
utilizando como sustrato paredes celulares de neumococo que contienen colina marcadas
radiactivamente con [meﬁl—3H]coIina. Los valores son la media de 3 experimentos.

€ Col., paredes celulares de neumococo que contienen colina, EA., paredes celulares de
neumococo que contienen etanolamina. (+), indica que las enzimas tienen un 100% de
actividad. {-), indica que las enzimas tienen menos del 0,1% de actividad.

d Co.Clgy, representa la concentracién de colina necesaria para inhibir al 50% la actividad
enzimatica de las enzimas purificadas. Estos datos se han calculado a partir de los
representados en la Figura 27.
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paredes celulares de neumococo con las enzimas quiméricas el perfil de degradacion que se
obtiene indica que la enzima LCA es una amidasa mientras que la CLL se comporta como una
lisozima (Figura 26). Es de destacar el hecho de que las quimeras no sélo son activas, sino que
ademas su actividad especifica no difiere significativamente de la que presentan las proteinas
parentales correspondientes (Tabla 10). Cuando se determin la Ky de las 4 proteinas se
observé que mientras la Ky, de la amidasa LCA se habia incrementado 8 veces respecto a la que
presentaba la amidasa LYTA, la K, de la lisozima CLL era 3 veces inferior a la que presentaba la
lisozima CPL) (Tabla 10).

Una caracteristica que demostraba la interaccién del dominio C-terminal de estas
enzimas con la colina del sustrato era la referente a la concentracién de colina necesaria para
inhibir la actividad enzimatica. La concentracidn de colina que se necesita para inhibir la actividad
de la lisozima CPLI1 (Garcia y cols., 1988} es inferior a la necesaria para inhibir la actividad de la
amidasa LYTA (Briese y Hakenbeck, 1985). En la Tabla |0 y en la Figura 27 se observa que el
50% de inhibicibn de la actividad de la lisozima CPLI o la amidasa LCA se consigue con
"concentraciones de colina que son 4-5 veces inferiores a las necesarias para inhibir al 50% la
actividad de la amidasa LYTA o la lisozima CLL.

Las propiedades que presentan las proteinas CLL y LCA son, por lo tanto, uma
combinacién de las que caracterizan a las enzimas parentales y se pueden adscribir por separado a
cada uno de los dos dominios que se han intercambiado. Por ello, estas quimeras demuestran la
organizacién modular de las enzimas liticas de pared de S. pneumonige y de sus bacteridfagos, con
la existencia de un dominio N-terminal catalitico y un dominio C-terminal para el reconocimiento

del sustrato.

5.1.3. Actividad in vivo de las enzimas quiméricas.

La capacidad litica in vivo de las enzimas quiméricas purificadas se determiné mediante
curacion fenotipica (apartado 4.6.1.1.3. de Materiales y Métodos) de cultivos de S. pneumoniae
M31. La adicién de lisozima CLL o amidasa LCA a un cultivo de la cepa M3 durante la fase
exponencial de crecimiento origind la autolisis de éste al comienzo de la fase estacionaria (Figura
28). Las enzimas parentales se comportaban de idéntica forma (Figura 28), como se habia
demostrado previamente (Tomasz y Waks, 1975; Garcia y cols., 1987 a). —

Estos resultados demuestran que las enzimas liticas quiméricas: i) se someten a los mismos
mecanis:{nos de control que regulan a la amidasa LYTA de neumococo durante la fase
exponencial de crecimiento de los cultivos de esta bacteria; ii) se comportan como eficientes

proteinas liticas cuando se ensayan in vivo en el sistema homblogo.
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Figura 26. Hidrbiisis de las paredes celulares de neumococo con las enzimas quiméricas LCA y
CLL.

Las paredes celulares de3 neumococo (100 wul) que, contienen COllnj estdn marcadas
radiagtwamente con [metil-"H]colina (0 6 mg/mi; 5 x 107 CPM/mg)(e) 6 ["H]iisina (4mg/ml; 2.5
x 107 CPM/mg)(0), se incubaron a 37 ©C durante 18 horas con la enzima LCA (panel A) o con la
enzima CLL (panel B) en 300 ul de tampén Tris-maleato 50 mM, pH 6,5, Después de una
centrifugacidn (12.000 x g, |5 minutos), el sobrenadante (productos de la hidrdlisis de las
paredes) se aplicd en una columna de Sephadex G-75 (1,5 x 50 cm). La elucién se realizd con
NaCl 0,15 M y se determind la radiactividad en 400 ul de cada fraccion (1,5 ml). La flecha indica
el volumen de exclusidn de la columna (V). El perfil de degradacién del panel A es el
caracteristico de una enzima litica con actwugad amidasica, mientras que el del panel B es el
propio de una enzima litica de pared con actividad muramidasica (lisozima) (Garcia y cols., 1988).
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Figura 27. Efecto inhibidor de la colina sobre la actividad enzimitica de las enzimas LYTA,
CPLI, LCA y CLL.

La actividad enzimdtica de las amidasas LYTA (@) y LCA (o), y de las lisozimas CPLI (a) y CLL
(o), en presencia de diferentes concentraciones de colina, se determind como se describe en el
apartado 9.1.3. de Materiales y Métodos. En el eje de abcisas se representa el % (p/v) de colina
en el ensayo. :
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Figura 28, Efecto de la adicidn de las enzimas quiméricas LCA y CLL a un cultivo de §.
pneumonice M31.

Células de la cepa de neurgococo M3I se cultivaron a 37 °C en medio C+Y hasta una
concentracién de 7,5 x 10" UFC/ml. A tiempo cero, alicuotas del cultivo recibieron 300
unidades/ml de las enzimas quiméricas purificadas CLL(0) 6 LCA (8); otras alicuotas recibieron,
como control positivo, 300 unidades/m! de las enzimas parentales LYTA (o) o CPL! (g. La
incubacién se continud y el crecimiento y la lisis celular se siguieron por nefelometria (N).
Asimismo, se muestra el crecimiento de un cultivo control que no recibié la adicién exdgena de
ninguna enzima (e).
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5.2. Enzimas liticas quiméricas entre la amidasa LYTA y la lisozima CPL7.

Las enzimas quiméricas entre la amidasa LYTA vy la lisozima CPL| se construyeron en base a
la similitud que presentaban las enzimas parentales en sus dominios C-terminales. Sin embargo, se
desconocia si el intercambio entre dominios no homdlogos también podria originar enzimas
quiméricas activas cuyas propiedades fuesen la combinacién de las presentadas por las enzimas
parentales., Para comprobarlo, se procedid a la construccidn de proteinas hibridas entre la
amidasa LYTA vy la lisozima CPL7, enzimas que no muestran similitud en su secuencia. Asi,
mientras la proteina LYTA es una amidasa y depende de la colina para su actividad, la proteina
CPL?7 es una lisozima independiente de colina. El intercambio entre los dominios N- y C-
terminales de ambas enzimas deberia originar una amidasa quimérica independiente de colina y una

lisozima quimérica dependiente de colina para su actividad.

5.2.1. Construccién de las quimeras LC7 y CL7.

Para llevar a cabo la fusidn de los dominios N- y C-terminales de la amidasa LYTA con los
correspondientes dominios C- y N-terminales de la lisozima CPL7 se cred, mediante mutagénesis
dirigida en los genes IytA y cpl7, una diana de restriccién Psd en la secuencia que codifica para la
regidbn de unidén de los dominios N- y C-terminales de ambas proteinas (Figuras 7 y 29). El
dominio N-terminal de la amidasa LYTA tiene 176 aminodcidos; el dominio N-terminal de la
lisozima CPL7 presenta 204 aminoacidos (Garcia y cols., 1988; Garcia y cols., 1990). La diana
Pstl creada en el gen IytA supuso la sustitucion del triptofano en posicion 178 por una leucina en
el inicio del motivo Pl de la amidasa LYTA (Figura 29). La diana Pstl del gen ¢pl7 supuso la
sustitucion de la lisina en posicion 203, el penlitimo aminodcido del dominio N-terminal de la
lisozima CPL7, por una glutamina (Figura 29). Los genes IytA mutado (lytA*) y ¢pl7 mitado
(cpl7*) se seleccionaron en base a su digestidn por la endonucleasa de restriccién Pstl. La
proteina codificada por el gen IytA* mantenia la actividad hidrolitica sobre paredes celulares y la
dependencia de colina, mientras que la enzima codificada por el gen ¢pl7* mantenia la actividad
hidrolitica sobre paredes celulares que contenian colina o etanolamina.

Los genes quiméricos lc7, que codifica para la enzima quimérica LC7, y ¢l7, que codifica
para la enzima quimérica CL7, se construyeron mediante la fusion de los genes IytA* y cpl7*
siguiendo la estrategia que se indica en la Figura 29. Los plasmidos pLC7 y pCL7 contienen
clonados los genes Ic7 y cl7, respectivamente. Las fusiones génicas realizadas se confirmaron

mediante la secuenciacion de las regiones de union de ambos médulos.
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Figura 29. Construccién de los plasmidos pLC7 y pCL7.

Mediante mutagénesis dirigida se cred una diana de restriccion Pstl en la region estructural de los
genes lytA y cpf7, Los oligonuciebtidos utilizados para 1a mutagénesis se indican en cada caso. Los
genes lytA y cpl7 estan clonados en las formas replicativas de los fagos Mi3mplO-lytA y
M13tgl 30-cpl7, respectivamente. El DNA del fago se representa con linea ondulada; el gen [ytA
y el gen mutante lytA se representan con una barra blanca; el gen ¢pl7 y el gen mutante ¢pl7 se
representan con una barra negra. Las flechas sefialan la posicion y la direccidn de la transcripcion
de los genes. Se muestra fa secuencia de nugledtidos y la secuencia de aminoacidos derivada (en
codigo de una letra) de los genes IytA, IytA |, cpl7 y cpl7 en la regidn que rodea a la diana Pst
creada; se indica también la posicién de la diana Pstl en los genes lytA y ¢pl7 . Los aminoicidos
de las proteinas LYTA y CPL7 que se sustituyen en las corresponientes protelnas mutadas se
sefialan con una, flecha, entre paréntesis se especjfica su posicidén en la secuencia primaria de la
proteina. ocpl7 representa la region del gen ¢pl7  que codifica para el dominio N-terminal de la
lisozima CPL7. Las abreviaturas utilizadas para las dianas de restriccién son : A, Accl; B, BamHI;
C, Cldl; E, EcoRIl; H, Hindlll; P, Psd. (p), significa digestion parcial. La construccion de los
plasmidos se verificd mediante andlisis de restriccion.
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En los extractos crudos obtenidos tanto de E. cofi HBIOI (pLC7) como de E. coli
HBI01 (pCL7} se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo (Tabla 1 1),
lo que indicaba que las proteinas quiméricas LC7 y CL7 eran activas. Los extractos celulares de E.
coli HB101 (pLC7) eran capaces de degradar paredes celulares de neumococo que contenian
colina o etanolamina en sus acidos teicoicos (Tabla 1). Sin embargo, los extractos de E. cofi
HBIC!| (pCL7) sdlo hidrolizaban eficientemente paredes celulares que contenian colina en su
composicién (Tabla 11}, La enzima LC7 no requeria el proceso de conversién con colina para
alcanzar su maxima actividad catalitica, un requerimiento imprescindible tanto para la amidasa
LYTA como para la enzima quimérica CL7 (Tabla I 1).

Para determinar el tipo de actividad catalitica de las enzimas quiméricas, los fragmentos
resultantes de la digestién de la pared celular de neumococo con dichas enzimas se analizaron
mediante cromatografia por filtracion en gel. Los perfiles de eluciébn mostraron que la quimera
LC7 era una amidasa mientras que {a CL7 tenia actividad muramidasica (lisozima) (Figura 30).

Estos resultados demostraban que as dos enzimas quiméricas construidas eran activas y
presentaban las propiedades hibridas esperadas, confirmandose, de nuevo, la teoria modular para

las enzimas liticas de pared de neurmococo y sus bacteriéfagos.

5.2.2. Purificacién de las enzimas quiméricas.

Para caracterizar mejor las proteinas hibridas LC7 y CL7 se procedio a su purificacion. La
quimera CL7, dada su caracteristica dependencia por la colina, se purificé mediante una
cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa (Sanz y cols., 1988).

La quimera LC7, al igual que la lisozima parental CPL7, carece del dominio C-terminal
que reconoce especificamente los residuos de colina, por lo que su purificacion en un solo paso
mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa no era posible. Debido a esto se
procedid, en primer lugar, a la clonacién e hiperexpresion del gen Ic7 en el plaismido plN-lll(lppP-
5)-A3 de E. coli (Inouye e Inouye, 1985). En la Figura 31 se muestra la estrategia que se siguid
para la construccién del plismido pPLC7, plismido que contenfa clonado el gen k7 bajo el
control del promotor Ipps-iac inducible por lactosa o por -IPTG . En los extractos crudos de la
cepa E. coli DHI (pPLC7) cultivada en presencia de 2% de lactosa se detectd una ;cti.vidad
hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo que era 35 veces superior a la detectada en los
extractos crudos de E. coli HBIOI (pLC7), cepa que no hiperexpresa la proteina clonada. La
quimera LC7 se purifico a partir de los extractos de E. coli DH| (pPLC7) cdmo se indica en el

apartado 12.2. de Materiales y Métodos.



TABLA 1), Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

de las cepas de E. coli que se indican.

Actividag 2
b

Cepa Paredes~-colina Paredes-EA ©

Sin convertir Convertidos

HB101(pGLS80) 292 2.892 < 10
HB101(pCP70) 556 608 1.164
HB101(pCL7) 271 1.016 < 10
HB101 (pLC7) 470 438 9.855

Los valores son la media de 2 experimentos.

Los extractos se obtuvieron como se describe en el apartado 6. de Materiales y Métodos.
2 La actividad se expresa en CPM solubilizadas durante el ensayo enzimitico (10 minutos a
37 ©C). Se ensayaron, 0,2 ul de extracto de HBI0| (pGL80); 33 ! de extracto de
HB10I (pCP70); 0,2 ul de extracto de HBIOI (pCL7); y 33 ul de extracto de HBI0!
(pLC7).

b Los ensayos de actividad enzimética se realizaron como se describe en el apartado 9.1.1.
de Materiales y Métodos, con o sin preincubacién durante 10 minutos a 4 °C en presencia
de colina 140 mM ({conversién). Como sustrato se emplearon paredes celulares de
neumococo que contienen colina marcadas radiactivamente con [meu'l-3H]coIina.

€ Actividad de los extractos sobre paredes celulares de neumococo que contienen
etanolamina marcadas radiactivamente con [3H]iisina. Los ensayos enzimaticos se
realizaron como se detalla en el apartado 9.1.1. de Materiales y Métodos pero sin
preincubacion en presencia de colina,
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Figura 30. Hidrélisis de las paredes celulares de neumococo con las enzimas quiméricas LC7 y
CL7.

Las paredes celulares de_ neumococo (lgO pl) que contienen colina y estdn marcadas
radiactivamente con [meti.'-3H]colina (®) & [*H]lisina (o) se incubaron con la enzima CL7 (panel
A) y LC7 (panel B) en 300 ul de tampdn Tris-maleato 50 mM, pH 6,5. Las condiciones del
ensayo y el andlisis de los productos de la hidrblisis de ias paredes mediante cromatografia por
filtracidn en gel se detallan en la Figura 26. La flecha indica el volumen de exclusion (V) de la
columna. El perfil de degradacién del panel A es el caracteristico para una enzima litica de pared
con actividad muramidasica (lisozima), mientras que el del panel B es el caracteristico de una
enzima litica con actividad amidésica (Garcia y cols., 1988).
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Figura 31. Construccién del plismido pPLC7.
Con una barra blanca y negra se representa el gen Ic7, construldo mediante la fusién de la .
secuencia del gen lytA que codifica para el dominio N-terminal de la amidasa LYTA (barra blanca)
con la secuencia del gen cpl7 que codifica para el dominio C-terminal de la lisozima CPL7 (barra
negra). Las flechas finas indican la posicion y la direccién de la transcripcidn de los gepes. Las
flechas gruesas corresponden al promotor modiﬁcadgael gen de la lipoproteina (Ipp™-5) vy al
promotor-operador del gen de la B-galactosidasa (loc" ~) de E. coli. Las abreviaturas utilizadas
para las dianas de restriccién son : B, BamHI; Bc, Bcll; E, EcoRl; H, Hindlll; P, Psd. locl es el gen
que codifica para el represor del operdén de la lactosa. El plismido pLC7 utilizado en esta
construccién se aisld de E. coli GMI 19 (pLC7), una cepa Dam",
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Cuando las enzimas quiméricas purificadas se sometieron a una electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS (Figura 32), a amidasa LC7 presentd una My (32.000) ligeramente inferior a
la M, deducida de su secuencia de aminoéicidos (35.467). Una discrepancia similar entre el peso
molecular real de la proteina y el calculado mediante electroforesis en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida-SDS$ se habia observado también para la quimera CLL (apartado 5.1.2.). La lisozima
CL7 presentd una M, de 40.000, valor que pricticamente coincidia con el deducido de su
secuencia de aminodcidos, 39.322. La amidasa LYTA y la lisozima CPL7 mostraron las M,
esperadas de 36.500 y 38.500, respectivamente.

Algunas propiedades de las enzimas quiméricas purificadas se resumen en la Tabla |2.
Puesto que la lisozima CL7 presentaba una baja actividad hidrolitica sobre paredes celulares de
neumococo que contenian etanolamina en comparacién a la que presentaba sobre paredes
celulares que contenian colina, debia considerarse, al igual que la amidasa LYTA, como una
enzima dependiente de colina. Por el contrario, tanto la amidasa LC7 como la lisozima parentai
CPL7 se comportaban como enzimas independientes de colina (Tabla 12). Como era l6gico
suponer, s6lo la actividad de las enzimas dependientes de colina se inhibia completamente al
afadir este aminoalcohol al ensayo enzimatico (Tabla 12). La pequefia inhibiciéon causada por la
colina sobre la amidasa LC7 (5%) y la lisozima CPL7 (15%) era inespecifica y debida a la fuerza
ibnica del medio, ya que una concentracién equivalente de NaCl producia el mismo efecto
inhibidor que la colina.

Cuando se determind la actividad enzimitica de las enzimas parentales y de las enzimas
quiméricas a distintos pH, se observaron respuestas diferentes (Figura 33). Las enzimas CPL7 y
LC7 eran maés activas a pH 4,5 que a pH 6,5, sin embargo, las enzimas LYTA y CL7 tenian mas
actividad a pH 6,5. Para las cuatro enzimas la actividad a pH 8,0 era siempre inferior al 50% de la
actividad enzimatica maxima (Figura 33). Las actividades enzimiticas que se muestran en la Tabla
I2 han sido determinadas al pH dptimo para la amidasa LYTA, pH 6,5, que es el pH habitual en
la fase estacionaria de crecimiento de los cultivos de neumococo en medio C+Y (Lopez y cols.,
1976). Por elio, y seglin se deduce de los datos presentados en la Figura 33, la actividad
enzimatica de la amidasa LC7 y de la lisozima CPL7 al pH 4ptimo de los tres que se han ensayado,

sera 5y 2 veces, respectivamente, superior a la que se indica en la Tabla 12.

5.2.3. Acsividad jn vive de fas enzimas quiméricas.

La capacidad litica in vivo de la amidasa LC7 y la lisozima CL7 se determind de forma
similar a como se ha descrito en el apartado 5.1.3. para tas proteinas quiméricas CL y LC. En la

Figura 34 se muestra que la adicion de 200 unidades/m! de CL7 ¢ LC7 a un cultivo de la cepa de
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Figura 32, Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% de las enzimas LYTA, CPL7,
LC7 y CL7 purificadas. '

Las enzimas LYTA y CL7 se purificaron mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-
celulosa (apartado 12.1. de Materiales y Métodos); las proteinas CPL7 y LC7 se purificaron
como se describe en el apartado 12.2. de Materiales y Métodos. Calle I, proteinas marcadoras :
fosforilasa3b, seroalbimina bovina, ovoalblimina, anhidrasa carbénica e inhibidor de tripsina. Sus
M; (x 1077) se detallan en el margen izquierdo de la figura. Calle 2, amidasa LYTA purificada de
extractos de E. coli RB791 (pGL100). Calle 3, amidasa LC7 purificada de extractos de E. coli
DHI (pPLC7). Calle 4, lisozima CL7 purificada de extractos de E. coli HB10| (pCL7). Calle 5,
lisozima CPL7 purificada de extractos de E. coli DHI (PCP700). Las cepas transformantes de E.
coli DHI y RB791 se crecieron en presencia de 2% (p/v) de lactosa. En cada calle se aplicé | ug
de proteina.



TABLA 12. Propiedades bioquimicas de las enzimas LYTA, LC7, CPL7 y CL7
purificadas.

Enzima

Propiedad
LYTA LC? CPL7 CL7 .

Tipo de actividad® Amidasa Amidasa Lisozima Lisozima

A.E. (P-colina)? 560 15 86 378
A.E. (P-EA)C 1 65 74 2
$ Inhibic.colina4 100 .5 15 100

Los datos son la media de 2 experimentos.

Las enzimas se purificaron como se indica en la Figura 32.

3 El tipo de actividad enzimatica se determind como se detalla en la Figura 26.

bY € La actividad especifica (A.E.) se expresa en unidades por ug de proteina. Los ensayos
de actividad enzimatica se realizaron como se describe en el apartado 9.1.3. de Materiales
y Métodos, utilizando como sustrato paredes celulares de neumococo marcadas
radiactivamente con [3 H]lisina que contienen colina (b) o etanolamina (c).

d Bl efecto inhibidor de la colina (70 mM) sobre la actividad de las enzimas purificadas se
determind utilizando paredes celulares de neumococo que contienen colina marcadas
radiactivamente con [3H]Iisina. El 100% de inhibicién significa que la actividad residual era
inferior a'la minima actividad que se puede detectar en el ensayo.

Y



100 B —

-~
O
I

% ACTIVIDAD
o
o)
|

N
(8
|

I ‘ N b
LYTA LC7 CPLY CL7

ENZIMA

Figura 33. Influencia del pH sobre la actividad de las enzimas LYTA, CPL7, LC7 y CL7.

Las enzimas purificadas se ensayaron sobre paredes celulares que contenian colina como se
describe en el apartado 9.1.3. de Maceriales y Métodos. Los tampones utilizados fueron :
acetato sédico 50 mM, pH 4,5 (barras negras); fosfato sddico 50 mM, pH 6,5 (barras blancas);
fosfato sddico 50 mM, pH 8,0 (barras rayadas). £l 100% de actividad representa [a actividad al
pH &ptimo de los tres que se han elegido.
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Figura 34. Efecto de la adicion de las enzimas quimericas CL7 y LC7 a un cultivo de §.
pneumoniae M3 1,

Las células de {a cepa de Neumogoco M3 se cultivaron a 37 °C en medio C+Y hasta alcanzar
una concentracién de 7,5 x 10° UFC/ml. A tiempo cero, alicuotas del cultivo recibieron 200
unidades/ml de las enzimas quiméricas purificadas LC7 (o) 6 CL7 (o), y se continub la incubacion.
El crecimiento y la lisis de los cultivos se siguieron por nefelometria {N). También se muestra
como control el crecimiento de un cultivo que no recibié la adicidn exdgena de ninguna enzima

(o).
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neumococo M3! al comienzo de la fase exponencial de crecimiento, causaba la lisis de dicho
cultivo cuando éste alcanzaba la fase estacionaria. Este resultado indicaba que las enzimas
quiméricas LC7 y CL7 eran capaces de degradar paredes celulares de neumococo in vivo, y que el
control (inhibicidn) al que se ve sometida la amidasa LYTA durante la fase exponencial de
crecimiento era también efectivo sobre las quimeras cuando éstas se afiadian exdgenamente al

cultivo.

5.2.4. Clonacidn y expresion de la amidasa quimérica LC7 en S. pneumoniae.

v

Dado que la proteina quimérica LC7 presentaba propiedades no descritas hasta la fecha
en otras amidasas de neumococo y sus bacteribfagos, resultaba interesante su clonacién y
expresion en el sistema homologo. El estudio de 12 regulacién de la amidasa LC7 en §. pneumoniae
podria aportar nuevos datos sobre el control de ia autolisina LYTA en esta bacteria, ya que el
Unico mecanismo propuesto para explicar la regulacién de la autolisina LYTA en neumococo se
basa en el efecto inhibidor de los residuos de colina del LTA de la membrana celular (Briese y
Hakenbeck, 1985).

Para analizar la respuesta de neumococo a la expresion de la amidasa quimérica LC7 se
clond el gen Ic7 en las cepas M3l y Ré de S. pneumonige. Para ello, se sustituyd la regidn
estructural del gen lytA en el plasmido pED2 por el gen Ic7 del plasmido pLC7 (Figura 35). El
plismido resuitante, pNLC7, contenia el gen /c7 bajo el control del promotor del gen fytA (Figura
35). Las cepas de neumococo Ré6 (pNLC7) y M31 (pNLC7) expresaban la amidasa quimérica LC7
como quedaba de manifiesto al anmalizar los extractos de estas cepas mediante la técnica de
Western-blot utilizando un suero anti-amidasa LYTA (Figura 36). En los extractos de S
pneumonice M31 (pNLC7) se detecté actividad hidrolitica tanto sobre paredes celulares de
neumococo que contenian colina (250 unidades/mg de proteina) como sobre paredes celulares
que contenian etanolamina (1 100 unidades/mg proteina). De la misma forma, en los extractos de
S. pneumonige Ré (pNLC7) también se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares que
contenian etanolamina (1600 unidades/mg de proteina) o colina (2700 unidades/mg de proteina).
La actividad del extracto de la cepa Ré (pNLC7) sobre paredes que contenian colina era la suma
de las actividades enziméticas debidas a la amidasa LYTA del huésped y a la amidasa LC7 clonada
(Figura 36, calle 3).

Cuando la cepa S. pneumonice M31 (pNLC7) se cultivd en medic C+Y a 37 °C, los
cultivos se aucolisaron al final de la fase estacionaria de crecimiento, al contrario de lo que
ocurria con la cepa parental M3 (Figura 37 A). Ademas, la cepa recombinante presentaba un

fenotipo DOC™ (apartado 3.2. de Materiales y Métodos), en contraste con el fenotipo DOC"
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Figura 35, Construccion del plismido pNLC7.

En linea gruesa se representan las regiones flanqueantes del fragmento de restriccidn Hindlll de
1.2 kb que contiene Ia region estructural del gen IytA (barra blanca). La barra blanca y negra indica
el gen quimérico Ic7, construldo por la fusidn de la secuencia del gen /ytA que codifica para el
dominio N-terminal de la amidasa LYTA (barra blanca) con la secuencia del gen cpl7 que codifica
para el dominio C-terminal de la lisozima CPL7 (barra negra). Las flechas finas muestran la
posicidbn y la direccibn de la transcripcipn de los genes. Las flechas gruesas y rayadas
corresponden el promotor del gen lytA (iyt' ). Las dianas de restriccibn mis relevantes se indican’
con las siguientes abreviaturas : B, BomHl; E, EcoRI; H, Hindlll; P, Pst.
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Figura 36. Western-blot de los extractos crudos de las cepas de neumococo M3I, M3
[PNLC7), Ré6 y R6 (pNLC7).

=l Western-blot se realizé como se indica en el apartado 26. de Materiales y Metodos. Se utilizd
dn suero anti-amidasa LYTA. Calle |, extracto de la cepa S. pneumoniae M3 | (PNLCY). Calle 2,
extracto de la cepa S. pneumonioe M3 1. Calle 3, extracto de la cepa S. pneumonioe R6 (pNLC7).
~alle 4, extracto de la cepa S. pneumonige Ré. En cada calle se aplicaron 250 pug de proteina. La
Wr (x 1077) de las proteinas marcadoras se indica en el margen izquierdo de la figura.
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Figura 37. Curvas de crecimiento de las cepas de neumococo Ré6, M31, Ré6 (pNLC7) y M3I
(PNLC7) cultivadas en diferentes medios,

Las cepas Ré (8), M31 (o), R6 (pNLC7) (o) y M31 (pNLC7) (9) se cultivaron a 37 ©°C en : medio
C+Y (panel A); medio C+Y al que se le aifadid penicilina (é (0,2 ug/ml, 28 x MIC) cuando el
cultivo habia aicanzado una concentracién celular de 2,5 x 10¥ UFC/mi (350 N} (panel B); medio
C+Y con 0,6% de colina (panel C); medio Cden-EA (panel D). El crecimiento y la lisis se
siguieron por nefelometria (N). .
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de la cepa M31. Estos resultados demostraban que la enzima quimérica LC7 se comportaba en
NeUMOCOCO como una autolisina cuya actividad se mantenia inhibida durante la mayor parte del
crecimiento del cultivo, como ocurria con la amidasa LYTA en la cepa Ré (Figura 37 A). La
expresién de la amidasa LC7 no alteraba, aparentemente, el comportamiento fisiologico de la
cepa tipo Ré (Figura 37 A). Cuando se afiadia penicilina al medio de cultivo (Figura 37 B), la cepa
M31 (pNLC7) no mostraba la respuesta tolerante caracteristica de la cepa M3 sino que sufrfa
una rapida lisis celular, 1o que indicaba que ta enzima quimérica LC7 era la responsable de dicha
lisis en presencia del antibidtico.

Para distinguir la actividad debida a la amidasa LYTA de la debida a la amidasa LC7, se
cultivaron las cepas de neumococo en presencia de colina al 0,6% (p/v) (Figura 37 C) o en medio
Cden-EA (Figura 37 D). Cuando se afiade colina al 0,6% a un cultivo de neumococo, se impide
tanto su autolisis como su lisis por el desoxicolato, y este efecto es debido a la inhibicidn de la
actividad de la amidasa LYTA por la colina (apartado 4.6.1.1.2. de la Introduccion) (Giudicelli y
Tomasz, 1984 a; Briese y Hakenbeck, [985). Como se observa en la Figura 37 C, las cepas Ré y
M3! no se autolisaban en presencia de 0,6% de colina, y presentaban un fenotipo DOC". Sin
embargo, las cepas transformantes M3| (PNLC7) y R6 (pNLC7), que expresaban una amidasa
que no se inhibfa por colina, si se autolisaban (Figura 37 C), y su fenotipo era DOCt,

La sustitucién de la colina por etanolamina en la pared celular de S. pneumonioe inhibe la
autolisis de los cultivos y la sensibilidad de éstos al desoxicolato (apartado 4.3.2.3. de la
Introduccidn). En la Figura 37 D se muestra que las cepas que expresan la amidasa LC7 se
autolisaban y su fenotipo era DOC ¥, mientras que las correspondientes cepas parentales (R6y
M31) no se autolisaban y su fenotipo era DOC".

Cuando neumococo se cultiva en medic C+Y tamponado a un pH inicial de 6,6 (el medio
C+Y normalmente se tampona a un pH inicial de 8) no se produce la autolisis de los cultivos
(Lopez y cols., 1976). Este efecto se habia atribuido, en gran medida, a los bajos niveles de
actividad que presenta la amidasa LYTA a pH 4,5, el pH del cultivo cuando éste alcanza el final de
la fase exponencial de crecimiento (Lopez y cols., 1976). Dado que la amidasa LC7 mostraba mas
actividad a pH 4,5 que a pH 6,5 (Figura 33), se deberia esperar que las cepas portadoras del
plasmido pNLC7, al igual que se autolisaban en medio C+Y normal se autolisasen también en
medio C+Y a pH inicial de 6,6. Sin embargo, ninguna de las dos cepas transformantes sufrid
autolisis, un resultado que hacia sospechar la existencia de factores adicionales a la amidasa LYTA

implicados también en la respuesta de los cultivos de neumococo al pH del medio.
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6. CLONACION Y EXPRESION EN_E. coli DEL DOMINIO N-TERMINAL DE LA
AMIDASA LYTA.

La construccion de enzimas quiméricas activas entre la amidasa LYTA y fas lisozimas CPL]
y CPL7 (apartado 5.) supuso la demostracion experimental de la hipbtesis que postulaba fa
organizacion modular de estas enzimas. Paralelamente, la clonacién y expresion en E. coli del
dominio C-terminal de las enzimas LYTA y CPLI (Sinchez-Puelles y cols., 1990}, reveld que
dicho dominio constituia realmente un modulo funcional independiente que conservaba la
capacidad de interaccionar con la colina de la pared celular. Para determinar si el dominio N-
terminal de la amidasa LYTA actuaba también como un médulo funcional independiente con
actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo, se procedid a su clonacién y

expresion en E, coli.

6.1. Construccion del plasmido pGL300.

Para la clonacién del dominio N-terminal de la amidasa LYTA en E. coli se utilizd el
plasmido pGLI00 que contiene la regién estructural completa del gen ytA bajo el control del
promotor inducible Ipps-lacpo (Inouye e Inouye, 1985). La separacién de los dominios N- y C-
terminal de la amidasa LYTA se realizd mediante la delecidn del fragmento de restriccién SnaBI-
EcoRI (357 pb) del plasmido pGL100 siguiendo la estrategia que se indica en la Figura 38 A, En la
Figura 38 B se detalla la delecion realizada en el gen lytA asi como la secuencia de nucleétidos de
la regidn del gen alytA que codifica para los aminoécidos del extremo C-terminal de la proteina
LYTA truncada en el plasmido resultante pGL300. La secuenciacién de esta region del gen afytA
confirmé la existencia de un codén de terminacién de la traduccion (UAG) a 9 nucledtidos de la
posicidn que ocupaba la diana SnaBl en el gen lytA (Figura 38 B). E! gen olytA del plaismido pGL300
codifica, por lo tanto, para una proteina LYTA truncada de tan sdlo |1 %0 aminoacidos (Figura 38
B). De estos 190 aminoacidos, 176 corresponden al dominio N-terminal de ta enzima parental,
Il corresponden al motivo Pl del dominio C-terminal (regidén de unidn de ambos dominios)
(Garcia y cols., 1988) y los 3 dltimos estin codificados por un nuevo marco de lectura abierto
surgido como consecuencia de la ligacion realizada para la construccion del plasmido pGL300
(Figura 38 B). |
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Figura 38. Clonacién de! dominio N-terminal de |2 amidasa LYTA.

Panel A. Construccion del plasmido pGL300. Las flechas finas sefialan ia posicion y la direccion de
la transcripcién de los genes. Las flechas gruesas indica?, la regidn estructural de los genes IytA y
alytA, asi como la l;tsahzacnén de los promotores Ipp" -5 (promotor modificado del gen de la
lipoproteina) y lac (promotor-operador del gen de la B-galactosidasa) de E. coli. Las
abreviaturas utilizadas para las dianas de restriccion son : E, EcoRl; H, Hindlli; P, Pstl; Sn, SnaBl;
X, Xbal. Klenow, indica el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli. lacl es el gen que
codifica para el represor del operdn de la lactosa.

Panel B. En la parte superior del panel se muestra la secuencia parcial de nucledtidos asi como la
secuencia de aminoacidos derivada (en codigo de una letra) de la regidn que rodea a las dianas de
restriccidon SnaBl y EcoRl del gen IytA. En la parte inferior del panel se detalla la secuencia de
nucledtidos del extremo 3’ de la region estructural del gen olytA del plismido pGL30Q, se
muestra también la secuencia de aminoicidos derivada, El recuadro en linea continua sefiala la
posicion de la diana de restriccion SnoBl. E! recuadro en linea discontinua sefiala la posicion de la
diana de restriccidon EcoRl. El recuadro en linea continua y discontinua indica la ligacidn realizada
para la construccién del plasmido pGL300. Los nucledtidos sefialados con trazo grueso muestran
el nuevo marco de lectura que se crea en el gen alytA. Los aminodcidos sefalados con trazo
grueso son los codificados por el nuevo marco de lectura, y corresponden al extremo C-terminal
de la amidasa LYTA truncada de 190 aminodcidos. El nUmero de nucledtido hace referencia a la
secuencia delf fragmento Hindlll de 1,2 kb que contiene al gen IytA (Garcia y cols., 1986c).
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6.2. Anilisis de los extractos de E._coli RB791 (pGL300).

Cuando un extracto crudo de la cepa E. coli RB791 (pGL300) cultivada en presencia de
2% de lactosa (condiciones de induccién) se analizd mediante la técnica de Western-blot utilizando
un suero anti-amidasa LYTA, se observo una dnica proteina que reaccionaba con el antisuero
empleado, pero cuya M, 28.000, era superior a la teérica esperada, 21.525 (190 aminodcidos)
(Figura 39). El resultado del anilisis mediante Western-blot demostraba, por lo tanto, que la
region N-terminal de la amidasa LYTA se exﬁresaba en E. coli como un dominio independiente
del resto de la molécula, y que esta expresidn estaba bajo el control de un promotor inducible en
presencia de lactosa al 2% (promotor u'pps-lacpo). La causa de la movilidad anémala de la proteina
en geles de poliacrilamida-SDS se desconoce, pero no parece poder atribuirse a ningin
mecanismo que suprima la terminacidn de la traduccién, ya que la cepa E. coli RB791 (Tabla 1) no
es supresora y se ha observado la existencia de otros dos codones de terminacion de la
traduccién a 9 pb (TGA) y 18 pb (TAA) del coddn de terminacién de la traduccion (TAG)
propuesto para el gen IytA (Figura 38 B), lo que impediria la traduccion de los casi 60 aminoacidos
adicionales necesarios para dar cuenta de una M. de 28.000.

Para comprobar si el dominio N-terminal conservaba la funcidn que desempefiaba en la
molécula completa de amidasa LYTA, es decir, la actividad amidasica sobre paredes celulares de
neumococo, se realizaron ensayos enzimaticos con los extractos crudos de E. coli RB791
(pPGL300). El resultado de estos ensayos mostrd la existencia de actividad hidrolitica sobre
paredes celulares de neumococo, aunque esta actividad era 5,7 x IO4 veces inferior a la que se
detectaba en extractos crudos de E. cofi (pGLI100), cepa que hiperexpresa la enzima LYTA
completa (Tabla |3). Sin embargo, mientras que en los extractos de la cepa RB791 (pGL300) se
detectd un nivel de actividad similar sobre paredes celulares de neumococo que contienen colina
o etanolamina, en los extractos de la cepa RB791 (pGL100) la actividad hidrolitica sobre paredes
que contienen colina era 1.300 veces superior a la actividad detectada sobre paredes que
contienen etanolamina (Tabla 13). En los extractos de la cepa control RB791 (pIN-Ill-A3) no se
detecté actividad enzimética (Tabla |3) ni siquiera después de 3 horas de incubacion a 37 ©C, lo
que indicaba que la actividad observada en la cepa RB791 {(pGL300) aunque baja, era significativa,
y no se podia atribuir a un efecto inespecifico del extracto empleado en el ensayo enzimético.

Cuando se analizaron mediante una cromatografia por filtracién en gel los productos de
degradacion de las paredes celulares de neumococo digeridas con los extractos de E. coli RB791
(PGL300), el perfil de elucidn obtenido reveld ta presencia de una actividad amidasica en dichos
extractos. Todos estos resultados confirmaban que el dominio N-terminal de la amidasa LYTA

actuaba como un médulo funcional independiente del dominio C-terminal de la molécula.
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Figura 39. Western-blot de los extractos crudos de E. coli RB791 (pGL300) y de la proteina_
LYTA purificada.

El Western-blot se realizé como se describe en el apartado 26. de Materiales y Métodos. Se
empled un gel de poliacrilamida-SDS al 15% Yy un suero anti-amidasa LYTA. Calle |, extracto de
la cepa E.coli RB791 (pGL300) cultivada en presencia de lactosa al 2% (p/v) (15 ug de proteina).
Calle 2, extracto de la cepa E. coli RB791 (PGL300) cultivada en ausencia de lactosa (15 pg de
proteina). Calle 3, proteina LYT@ purificada (2 ug de proteina). En el margen derecho de la
figura se muestran las /g‘r (x 107%) de las proteinas marcadoras. Con una flecha se indica la
posicion y la My (x 107) calculada para la amidasa LYTA y para el dominio N-terminal de la
amidasa LYTA.



TABLA 13. Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

de las cepas de E. coli que se indican.

Actividad especifica (CPM/mg proteina)
Cepa
Paredes-Colina 2 Paredes-EA P
RB791 (pGL100) 4 x 107 3 x 104
RB791 (pGL300) 0,7 x 10> 1,7 x 103
RB791 (pIN-III-A3) <1 <1

Los datos son la media de 2 experimentos. La actividad especifica se refiere a 10 minutos
de ensayo.

Las células se cultivaron en presencia de lactosa al 2% (p/v) (condiciones de induccion)
hasta la fase estacionaria de crecimiento. Los extractos se obtuvieron como se indica en
el apartado 6. de Materiales y Métodos. Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron
como se describe en el apartado 9.1.1. de Mareriales y Métodos, utlizando como
sustrato : (a) paredes celulares de neumococo que contienen colina marcadas
radiactivamente con [metii-?‘H]colina; (b) paredes celulares de neumococo que contienen
etanolamina marcadas radiactivamente con [3H]Iisina.
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7. CARACTERIZACION DEL SISTEMA LITICO DE LA CEPA CLINICA ATIPICA
S, pneumonige 101/87.

7.1, Aislamiento y procedencia de la cepa 101/87,

La cepa S. pneumonige 101/87 se aisid en el afo 1987 de la sangre de un paciente y se
clasificd como un estreprococo del grupo viridans. El posterior andlisis en el Centro Nacional de
Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos Il de Majadahonda (Madrid), empleande las 4 pruebas
habituales para 1a identificacion de neumococos (sensibilidad a la optoquina, lisis por desoxicolato,
reaccién de quelflung y morfologfa de las colonias), no permitié clasificar a la cepa 101/87 como
un NneumoOCoOCo ya que, aunque en medio agar-sangre desarrollaba una clara reaccidn a-hemolitica,
era resistente a la optoguina, no se lisaba con desoxicolato (fenotipo DOCT) y no era
identificable por la reaccién de quellung al no presentar capsula (Fenoll y cols., 1990). Ademis,
por pruebas bioquimicas de identificacién (sistema APl 20) la cepa 101/87 se clasificaba como un
S. mitis. Sin embargo, su DNA hibridaba con una sonda especifica de neumococo, el plésmido
pCE3 que contiene clonado un fragmento de DNA que codifica para los 148 primeros
aminoécidos del dominio N-terminal de la amidasa LYTA (Fenoll y cols., [990). Por otra parte, el
DNA de la cepa 101/87 no hibridd con una sonda especifica de S. oralis, una especie muy proxima
a S. pneumonioe y que también contiene colina en su pared celular (Fenoll y cols., 1990).

Después del anilisis de los datos anteriormente presentados se concluyé que la cepa

101/87 es un neumococo con caracteristicas atipicas (Fenoll y cols., 1990).

7.2. Caracteristicas fisiologicas de la cepa 101/87.

7.2.1. Crecimiento en medio de cultivo C+Y.

Cuando la cepa 101/87 se cultivd en medio C+Y su crecimiento fue similar al de la cepa
tipo Ré, autolisindose al alcanzar el final de la fase estacionaria de crecimiento (Figura 40). La
observacion de la cepa 101/87 al microscopio de contraste de fase reveld que las células
formaban largas cadenas con tendencia a entremezclarse y originar estructuras macroscopicas en
forma de agregados, en contraste con las formas diploideas caracteristicas de la cepa Ré6.

Para comprobar si la cepa 101/87 era resistente o tolerante a la penicilina G, se afiadié al
medio C+Y este antibibtico a una concentracion de 0,007 ug/ml (la MIC para la cepa R6). En

estas condiciones el crecimiento de la cepa 101/87 cesaba y se producia una rapida lisis celular, de
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Figura 40. Curvas de crecimiento de las cepas de neumococo Ré y 101/87.
Las cepas R6 (®) y 101/87 (o) se cultivaron a 37 °C en medio C+ Y (linea continua), o en medio

C+Y con penicilina G (0,007 ug/mi,

I x MIC) (linea discontinua). La flecha indica fa

concentracién celular en el momento de afadir el antibiético al cultivo. E!l crecimiento y la lisis
celular se siguieron por nefelometria (N).
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modo andlogo a como se comportaba en esas mismas condiciones la cepa Ré (Figura 40). Este
resultado indicaba que la cepa ! 01/87 no era resistente ni tolerante a la penicilina G.

Si el medio de cultivo C+Y contenia colina al 2% la cepa 101/87 era capaz de crecer
hasta la fase estacionaria pero no se autolisaba. Esta respuesta era similar a la que presentaba la
cepa Ré y sugeria la existencia en la cepa 10i/87 de una enzima autolitica con actividad
dependiente de la presencia de colina en la pared celular. Para comprobar que la [metil-3 Hjcolina
afadida al medio de cultivo se incorporaba en las paredes celulares de la cepa 101/87, se
determind la radiactividad presente en dichas paredes. El resultado de esta valoracidn demostré
que las células de la cepa 101/87 incorporaban colina a su pared celular de forma similar a como

lo hacian las células de la cepa R6.

7.2.2. Respuesta al tratamiento con detergentes.

Como ya se ha mencionado anteriormente, una de las caracteristicas atipicas de la cepa
101/87 era la de no lisarse en presencia del detergente desoxicolato sédico (fenotipo DOC).
Para comprobar si este efecto lo ocasionaban también otros detergentes, se determind la
respuesta de la cepa 101/87 al tratamiento con Tritdn X-100 (apartado 3.2. de Materiales y
Métodos). Cuando las células de esta cepa se pusieron en presencia de Tritdn X-100 se produjo
una lisis inmediata. Para estudiar el comportamiento de la cepa 101/87 frente al desoxicolato en
presencia de autolisina exdgena (curacion fenotipica), se afiadid amidasa LYTA (200 unidades/ml)
a un cultivo en fase exponencial temprana de crecimiento y cuando éste alcanzd los 500 N ( fase
exponencial media) se tratd con desoxicolato. En estas condiciones la cepa 10#/87 mostrd un
fenotipo DOC .

7.2.3. Experimentos de transformacién genética.

Cuando se intentd la transformacidn genética de la cepa 101/87 siguiendo el protocolo
clésico de transformacién de neumococo (apartado 5.1. de Materiales y Mérodos), no se
obtuvieron transformantes. En estos experimentos se utilizd como DNA donador el DNA
cromosdémico de la cepa de neumococo M22, que confiere resistencia a estreptomicina, o el
plismido pED2 (Figura 9), que confiere resistencia a tetraciclina. La carencia de transformacion
podia deberse a dos causas, o bien la cepa 101/87 adquiria el estado de competencia a una
concentracion celular distinta a la descrita para la cepa tipo Ré (2,1-2,2 x 108 UFC/ml), o bien la
cepa {01/87 no alcanzaba nunca el estado de competencia. Para determinar cull de estas dos

posibles causas era la correcta, se intentd la transformacion de muestras de un cultivo de la cepa
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101/87 tomadas a diferentes concentraciones celulares en un rango de 1,52 3 x 108 UFC/ml,
empleando como DNA donador el DNA cromosémico de la cepa M22. En ninguno de los casos
se obtuvieron transformantes, por lo que habla que concluir que la cepa 101/87 en las
condiciones ensayadas no presentaba competencia natural, Para determinar si la ausencia de
competencia natural en la cepa 101/87 se podia deber a una carencia del factor necesario para la
induccidn del estado de competencia en neumococo (factor de competencia), se procedio al
aislamiento de dicho factor de la cepa 101/87 y a su valoracién segin se detalla en el apartado
5.1.1. de Materiales y Métodos. Los resultados negativos de esta valoracidon sugerian que el
factor de competencia © no era activo sobre la cepa tipo Ré o no se sintetizaba en S. pneumonioe
101/87. Para tratar de compensar la ausencia de factor de competencia activo en la cepa 101/87
se procedi® a su transformacién empleando factor de competencia extraido de la cepa de
neumococo MIi, una cepa derivada de S. pneumonice R6 (Tabla l).- Con este factor de
competencia, y utilizando una cantidad saturante de DNA de la cepa M22, se obtuvieron 0,8 x
10° transformantes/ml con la cepa Ré en estado de no competencia, mientras que no se obtuvo
ningln transformante de S. pneumoniae 101/87.

Estos resultados demuestran que, en las condiciones de transformacion establecidas para
la cepa tipo Ré, S. pneumoniae 101/87 no es transformable. Ademds, esta caracteristica no se
puede atribuir exclusivamente a la carencia de factor de competencia activo sino que deberan

existir otras causas que no han sido determinadas hasta el momento.

7.2.4, Infeccidén con bacteriéfagos de neumococo.

Cuando S. pneumoniae 101/87 se cultiva en presencia de fagos de neumococo, tales
como Cp-1, Cp-7, Dp-I, o HB-3, no se observa ni lisis del cultivo en medio liquido, ni placas de
lisis en medio sélido.

t

7.2.5. Determinacidn in vitro de los niveles de actividad hidrolitica de pared.

Cuando se ensayaron los extractos crudos de S. pneumonioe 101/87, se detectd una
actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo que contenian colina que
representaba un 50% de la detectada en los extractos crudos de la cepa R6 (Tabla 14). Sin
embargo, ni los extractos crudos de la cepa Ré ni los de la cepa 101/87 hidrolizaban paredes
celulares de neumococo que contenian etanolamina en su composicién (Tabla 14). Por otro lado,
y al igual que ocurria con la cepa R6 {apartado 3.1.1.), la actividad hidrolitica de pared durante el

crecimiento de la cepa 101/87 aumentaba proporcionalmente al nimero de células.



TABLA {4, Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

crudos de las cepas de S. pneumonioe que se indican.

Actividad especifica (CPM/ug proteina)
Cepa 5
Paredes-Colina @ Paredes-EA
R6 ' 1.900 <1
101/87 2950 < 1
M31(pED4) 6.700 <1

Los valores son la media de 2 experimentos. La actividad especifica se refiere a 10
minutos de ensayo.

Los extractos se obtuvieron como se indica en el apartado 6. de Materiales y Métodos.
Los ensayos de actividad enzimitica se realizaron como se describe en el apartado 9.1.2.
de Materiales y Métodos, utilizando como sustrato : (3) paredes celulares de neumococo
que contienen colina marcadas radiactivamente con [metil-3H]coIina; (b) paredes celulares
de neumococo que contienen etanolamina marcadas radiactivamente con [3H]lisina.



le67

Estos resultados indican la existencia de, al menos, una enzima litica de pared en la cepa
101/87. Esta enzima se sintetiza de forma constitutiva y su actividad hidrolitica depende de la
presencia de colina en la pared celular, lo que explica que los cultivos de esta cepa se autolisen al
final de la fase estacionaria de crecimiento (Figura 40) y que dicha autolisis se inhiba en presencia

de colina al 2% (apartado 7.2.1).

7.2.6. Andlisis de los extractos celulares mediante Western-blot.

En la Figura 41 se muestra el resultado del anilisis de un extracto crudo de la cepa 101/87
mediante la técnica de Western-blot utilizando un suero anti-amidasa LYTA., Como se aprecia en
dicha figura, el extracto de la cepa IOJi/87 contenfa una proteina que reaccionaba con el
antisuero utilizado y cuya M, (37.500) era ligeramente superior a la M de la proteina LYTA
(36.500). Este resultado volvia a confirmar la existencia en la cepa 101/87 de una proteina que

probablemente fuese homologa a la amidasa LYTA de ia cepa Ré.

7.2.7. Efecto del desoxicolato sobre la actividad hidrolitica de pared en ensayos in vitro.

El hecho de que la cepa 101/87 no se lisase en presencia de desoxicolato podria deberse a
una reduccién de la acdviélad autolitica en presencia del detergente. Para comprobar si el
desoxicolato al 1% ejercia un efecto inhibidor sobre la actividad hidrolitica de pared de la cepa
101/87, se valord dicha actividad en un extracto crudo de esta cepa en presencia 0 ausencia del
detergente. El resultado de esta valoracion reveld que el desoxicolato no sélo no inhibe la

actividad hidrolitica del extracto, sino que la incrementa 5 veces (ver también Tabla 16).

7.3. Clonacion y expresion en £, coli del gen IytAIQ! de S._pneumonice 101/87.

Dado que la cepa de neumococo que expresa una amidasa LYTA truncada (cepa EM3)
(apartado 3.2.) presenta un fenotipo DOC" y su actividad litica de pared en ensayos in vitro es
solo ligeramente inferior a la de la cepa tipo Ré (Tabla 5), resultaba interesante clonar y expresar
el gen que codifica la enzima autolitica de la cepa 101/87, gen IytAl0!, para determinar si el
producto de dicho gen también poseia alguna anomalia estructural que permitiese explicar el

comportamiento anémalo de esta cepa frente al desoxicolato.
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Figura 41, Western-blot de un extracto crudo de la cepa de neumococo 101/87 y de la amidasa
LYTA purificada.

El Western-blot se realizd como se describe en el apartado 26. de Materiales y Métodos. Se utilizd
un suero anti-amidasa LYTA. Calle I, extracto,de S. pneumoniae 101/87 (180 ug). Calle 2,
proteina LYTA purificada (2 ug). La M, (x I0'3) de las proteinas marcadoras se indica en el
margen izquierdo de la figura. Las flechas sefalan la posicion y la M¢ (x 107°) de las proteinas que
~eaccionan con el anticuerpo utilizado.
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7.3.1. Clonacidn y secuenciacion del gen ytAIOQ].

Como ya se ha comentado en el apartado 7.1., el DNA de la cepa 101/87 hibrida con la
regién del gen lytA clonada en e! plismido pCE3 (Fenoll y cols., 1990). Asf pues, la utilizacién del
gén lytA como sonda en experimentos de hibridacidn de DNA seria de gran utilidad para poder
clonar el gen lytAl101.

Dado que la regién estructural del gen IytA se localiza en un fragmento de restriccién

Hindlll de 1,2 kb en el DNA cromosbémico de S. pneumonige Ré {(Garcia y cols., 1986 c), se
procedit a la clonacion del gen IytAl 0] mediante la construccion, en E. coli [M83 (Tabla |), de
una genoteca Hindlll de la cepa 101/87 utilizando el plasmido pUCI9 (Tabla 1). Soélo dos clones
hibridaron con el gen lytA cuando éste se utilizd como sonda en experimentos de hibridacién de
DNA sobre filtros de colonias celulares (apartado 25.2. de Materiales y Métodos). De uno de
estos clones se aislé el plasmido recombinante pNH 101 (Figura 42). Debido a que la cepa HBIO|
de E. coli (Tabla 1) es la empleada habitualmente como cepa huésped para los plasmidos
recombinantes que contienen clonados los genes que codifican enzimas liticas de la pared celular
de neumococo, se transformd dicha cepa con el plasmido pNHI01. En los extractos crudos de
E. coli HB101 {(pNHI101) se detectd actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo
que contenian colina (Tabla |5), lo que permitia suponer que el fragmento de DNA clonado
contenia el gen lytA10! y que éste era capaz de expresarse en E. coli, como ya se habfa descrito
para el gen iytA (Garcia y cols., 1986 c).

La secuenciacién del fragmento clonado en pNH 101 se realizé utilizando oligonucleétidos
sintéticos como primers. La secuencia completa de dicho fragmento se detalla en la Figura 43. La
primera caracteristica diferencial respecto a la cepa Ré es que el fragmento clonado tiene 1,7 kb
en vez de 1,2 kb. La regién estructural del gen IytAI0! estd definida por un marco de lectura
abierto que codifica para una proteina de 316 aminoécidos, proteina LYTAI0I, cuya secuencia
de aminodcidos en codigo de una lecra se representa en la Figura 43. El coddn de iniciacion de la
traduccién, ATG, se localiza en el nucle4tido que ocupa la posicidn | y el coddn de terminacion
de la traduccion, TAG, ocupa la posicion 949 (Figura 43); una posible secuencia de unidn al
ribosoma (RBS) se encuentra situada a 6 pb del codon ATG (Figura 43). Asi pues, la region
estructural del gen IytA 101 tiene una longitud de 948 pb, 6 pb inferior a la que presenta la region
estruccural del gen IytA (Garcia y cols., 1986 ¢). El mapa fisico de la regidn estructural del gen
IytA10! se muestra en la Figura 53. La comparacion de las secuencias de nucledtidos entre los
genes IytA y IytAlQ!l, asi como la comparacion entre las secuencias de aminoacidos de las

proteinas LYTA y LYTAIQ!, reveld una clara similicud en ambos casos (apartado 7.8.).



DNA cromosomico
( S. pneumoniae 101/87 )

Figura 42. Cionacién del gen IytA101 en el plasmido pUCI9 de E. coli.

El DNA cromosémico de S. pneumoniae 101/87 se digirid con la enzima de restriccion Hindlll y
los fragmentos resultantes se ligaron al plaismido pUCI9 de E. coli previamente digerido con la
misma enzima de restriccidn. Las flechas finas indican la posicién yF;a direccion de la transcripcidn
de los genes. Las flechas gruesas representan el promotor lac”. La barra negra muestra el
fragmento Hindlll de 1,7 kb que contiene al gen lytAl01. Las abrevnaturas utilizadas para las dianas
de restriccidn son : D, Dral; E, EcoRI; H, Hindlll; P, Pstl. Entre paréntesis se detalla el tamafio de
los plasmidos en kb.

s



TABLA |15, Actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo en los extractos

crudos de las cepas de E. coli que se indican.

Actividad enzimatica (CPM)
Cepa
Paredes-colina @ b
e ———— - Paredes-EA
Sin convertir Convertidos
HB101 (pNH101) 400 2.550 < 10
HB101 (pNE103) 330 3.600 < 10

Los datos son la media de 2 experimentos.

Los extractos se obtuvieron de cultivos en fase estacionaria de crecimiento concentrados
33 veces y sometidos a |.100 pascales de presion en una French-press.

La actividad se expresa en CPM solubilizadas durante ¢l ensayo enzimético (10 minutos a
37 ©C). Se ensayaron 0,15 ul del extracto de HBI0I (pNHIOI) y | pl def extracto de
HBIOI(pNE103).

3 Los ensayos de actividad enzimitica se realizaron como se describe en el apartado 9.1.1.
de Materiales y Métodos, con o sin preincubacién durante 10 minutos a 4 °C en presencia
de colina 140 mM (conversion). Como sustrato se emplearon paredes celulares de
neumococo que contienen colina marcadas radiactivamente con [metH—3H]coIina.

b Actividad de los extractos sobre paredes celulares de neumococo que contienen
etanolamina marcadas radiactivamente con [3H]Iisina. Los ensayos enziméticos se
realizaron como se detalla en el apartado 9.1.1. de Materiales y Métodos pero sin
preincubacién en presencia de colina.
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TACCATTACAGAAAAGATCCTGAATTGCGGCTTCTTTTCTCACGTATGCGGTAATGGTCGT 180
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GTTATGCAGGTAGGACCTGTTGATAATGGTGCCTGGGACGTTGGGGGCGGTTGGAATGCA 240
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GAAGGTTATGCACAAGTTGAACTGATTGAAAGCCATGAATCAAAAGAAGAGTTTCTGATT 300
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GACTATCGTCTCTATATCGAACTCTTGCGCAATCTAGCGGTTGAAGCTGGTATACCGAAL 360

T L b T b D L A 66 I K T H E Y € T N N Q 140
ACACTTGATACAGACGACTTGGCAGGTATCAAGACACACGAATATTGCACCAATAACCAA 420

P DNJNSDEHTIODTPTYPVYTLATEKTEWSGTI S 160
CCTGACAACAACTCAGATCACATTGACCCCTATCCTTATCTTGCCAAATGGGGTATTAGC 480
rPl
R EQ F K QDTITETNTZETLTTITEH AGWOQ Q 180
CGTGAGCAGTTTAAGCAGGATATTGAAAACGGCTTCACCATTGAAGCAGGATGGCAACAG 540
P2
N DT G T WUYVHSDGSUYPZEKDKTF E 200
AACGATACTGGCACCTGGTATGTACATTCAGACGGTTCTTATCCAAAAGATAAGTTTGAG 600
P3

X V N 6 T WY YPFODOGSGVYMTILATD'R W 220

AAAGTCAATGGTACCTGGTATTACTTCGACGGCTCAGGCTATATGCTTGCAGACCGCTGG 660
o _ P4

K K H T D GNWUYWEFTDGOQSGTEHNMA AT'c 240

AAGAAGCACACAGACGGAAATTGGTATTCGTTTGACCAGTCAGGCGAAATGGCGACAGGE 720
P5

W K K I A EKWJYJYTFTDGTETGA AUMTET G 260

TGGAAGAAAATCGCTGAGAAGTGGTACTATTTCGATGGAGAAGGTGCTATGAAAACAGGC 780
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TGGGTSAAATATAAGGAGACTTGGTACTATCTTGATAGTCAAAATGGGGATATGGTTTCT 840
re 1
H A F v K 8 N D 6 w ¥ ¥ L K E D G T I A 300
CATGCTTTTGTCAAATCAAATGATGGCTGGTATTACCTCAAAGAAGATGGCACGATAGCA 200

bR P E F 8 I E P D G L I T M K *** 316
GACAGACCAGAATTTAGTATAGAACCTGACGGTTTGATTACGATGAAGTAGTTTTTTGGT 960

GAACGGTAGCAAATTTAACAAGAAATCATGATAGTAACAAGGTTATTGGTAAGGGAGAAG 1020
CGGCTTCTATTTCCTTAGCGAAAAAGCATAATGGGATATTAGGAAGTAATAACCTAAGAG 1080
ATGTTGAACCATATGTAGAAGAATTTTCTTTAGAACATATGACGACAGGAGATATACTGG 1140
TTGAAGCGTTTAAAGCGCAATTTATTACTGAACAAGAGGGCAATCATATCTGGAATAATA 1200
TGCTTAAAAAGAGAAGGAAAATTGGGGCGGATTCTTTTTCAGACTATCTTCGTGGAAGTG 1260
TTCATCAAAATAGACAARAATAAATTTGGATAAATCGAACTCACTATTCAGTAGGCATAT 1320
GAGCACTTCGAAGAAGAAAAGTGTCAAATTGAGCCTATAAGAGTAGAAATGACCTACATA 1380
GGGGATGAGAGAAAAGTTGTCCTTGAAGTTTCCCTGAACTATCAGTCGCATATCAAACGA 1440
TATGTAGGGTGATGTGAGAGGGGATAGCGAGTAGTTTTTAGTTGTTTTATCAAAARGCTT 1500

Figura 43. Secuencia de nucle6tidos del fragmento Hindlll de 1,7 kb que contiene el gen lytAl01
de S. pneumonioe 101/87. _

Sélo se detalla la secuencia de la hebra de DNA que corresponde al RNA mensajero. La
secuencia de nucledtidos de la region estructural del gen fytA !0/ se acompafia de [a secuencia de
aminoécidos derivada (en codigo de una letra). Los nimeros situados en el margen derecho de la
figura indican el nimero de nucledtido de la secuencia o el nimero de ammoagdo de la proteina
LYTAIO! derivada (negrita). El nucledtido nimero uno es el correspondiente al codon de
iniciacion de la traduccion del gen. El coddn de terminacion de la traduccidn se sefiala con
asteriscos. Con una linea continua se muestra el sitio propuesto de unién al ribosoma. Los seis
motivos que caracterizan al dominio C-terminal de fa proteina LYTAIQI se indican con las letras

Pl a P6.
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7.3.2. Purificacidn y caracterizacion bioguimica de la proteina LYTAIOQI.

Cuando se ensayaron los extractos crudos de E. coli HBIOI{pNHIO01) se detectd
actividad hidrolitica sobre paredes celulares de neumococo que contenian colina, sin embargo
sobre paredes que contenian etanolamina no se pudo detectar una actividad significativa (Tabla
I5). Ademds, la preincubacidén de los extractos con colina 140 mM (conversidn) incrementaba
considerablemente [a actividad hidrolitica de pared (Tabla 15). La proteina LYTAIOI se
comportaba, por lo tanto, de forma aniloga 2 la proteina LYTA de la cepa R6, ambas mostraban
una actividad que dependia de la presencia de colina en la pared celular y que requerfa el proceso
de conversién. Este requerimiento de colina se utilizé para la purificacion de la proteina LYTAIOQI
a homogeneidad electroforética en un sblo paso mediahte una cromatografia de afinidad en
DEAE-celulosa (Sanz y cols., 1988). La proteina LYTAIOQ!I purificada se muestra en la Figura 44
(calle 2); su:M,, 37.500, es ligeramente superior a la que se deduce de la secuencia del gen
IntA101, 36.472.

Las propiedades bioquimicas mais importantes de la proteina LYTAIQI se resumen en la
Tabla t6. Al igual que la enzima LYTA, {a proteina LYTAIOIl es una amidasa que se sintetiza
como una forma de baja actividad catalitica y que requiere el proceso de conversion para ser
plenamente activa (Tabla 15), La actividad especifica de ambas enzimas es también muy parecida y
se inhibe en presencia de colina. La actividad especifica de la amidasa LYTA!0] sobre paredes
celutares de neumococo que contienen etano1amiﬁa es 1.000 veces inferior a la que presenta la
enzima sobre paredes que contienen colina, es decir, la amidasa LYTAICI tiene una actividad
litica dependiente de colina, propiedad que ya se habia observado en los extractos crudos de E.
coli HBIOI (pNHI0QI) (Tabla 15). Por Uitimo, el desoxicolato al 1% activa la enzima 5 veces,
activacion que también ocurre con la amidasa LYTA (Tablas 4 y 16) y que ya se habia observado

en los extractos crudos de la cepa 101/87 (apartado 7.2.7.).

7.4. Clonacion y expresién del gen iytA .'O! en_S. pneumoniae M31.

El andlisis bioquimico de la proteina LYTAIQI (apartado 7.3.2.) no reveld ninguna
diferencia importante respecto a las propiedades de la amidasa LYTA que pudiese explicar por
qué los cultivos de la cepa 101/87 no se lisan en presencia de desoxicolato. Para comprobar si la
enzima LYTAIOQI originaba un fenotipo DOC™ en una cepa de neumococo isogénica con la
cepa tipo pero con una delecidn del gen lytA y por lo tanto DOC" (cepa M3 1), se procedié a la
subclonacién del gen ytA10! (fragmento Hindill de 1,7 kb) en el plismido pEDI (Figura 9)

(apartado 1.1.1). Se siguid la estrategia de subclonacion que se detalla en la Figura 45. El



2.8

—_—— 06,2

—_— 420

S 1)

Figura 44, Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS al 10% de las enzimas LYTA, LYTAI0|
y EJL purificadas.

Las enzimas se purificaron mediante una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa como s¢
describe en el apartado 12.1. de Materiales y Métodos. Calle I, proteina LYTA purificada de
extractos de E. coli RB791 (pGL100). Calle 2, proteina LYTAI0! purificada de extractos de E.
coliHB101 (pNHI101). Calle 3, proteina EJL purificada de extractos de E. coli HB10| (PNEI103).
Calle 4, proteinas marcadoras : fosforilasa b, seroalbﬁm'?a bovina, ovoalbimina, anhidrasa
carbdnica; en el margen derecho se muestra su Mp (x 1077). En cada calle se aplicé | ug de
proteina.



TABLA 16. Propiedades bioquimicas de [as enzimas LYTA, LYTAI0! y EJL purificadas.

Enzima

Propiedad -

LYTA LYTA101 " EJL
Tipo de actv. enzimitica® Amidasa Amidasa Amidasa
A.E. (Paredes—Colina)b 800 1.000 84
A.E. (Paredes-EA)® 1 1 <1
% Inhibicién por colina® 100 100 100
% Activacién por DoC € 350 250 330

Los datos son la media de 2 experimentos.

Las enzimas se purificaron mediente una cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa
como se indica en el apartado 12.1. de Materiales y Métodos. En todos los ensayos de
actividad realizados la proteina EJL purificada se preincubd 10 minutos a 4 °C en presencia
de colina 140 mM (conversién).

3 El tipo de actividad enzimitica se determind como se detalta en la Figura 26.

bY €12 actividad especifica (A.E.) se expresa en unidades por ug de proteina. Los ensayos
de actividad enzimitica se realizaron como se describe en el apartado 9.1.3. de Materiales
y Métodos, utilizando como sustrato: paredes celulares de neumococo que contienen
colina marcadas radiactivamente con [meﬁl—3H]colina (b); paredes celulares de neumococo
que contienen etanolamina marcadas radiactivamente con [3H]Iisina (c).

d Para determinar el efecto inhibidor de la colina (70 mM) sobre la actividad de las enzimas
purificadas, se utilizaron paredes celulares que contenian colina. El 100% de inhibicién
significa que la actividad residual era inferior a la minima actividad que se puede detectar en
el ensayo.

€ Los ensayos de actividad se realizaron como se describe en el apartado 9.1.3. de
Materiales y Métodos pero en presencia de desoxicolato sodico al 1% (p/v). Para evitar la
formacidn de precipitados al detener {a reaccidén, no se afiadié formaldehido.
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Figura 45. Construccion del plasmido pED4,

Las flechas finas sefialan la posicidén y la direccidén de la Hanscrlpaon de los genes. Las flechas
gruesas rayadf,s representan el promotor del gen IytA (lyt"); la flecha gruesa negra representa el
promotor lac’ . El trazo grueso corresponde al fragmento Sau3Al de 2,3 kb que contiene al gen
IytA (Figura 9). El fragmento Hindlll de 1,2 kb que contiene 1a regidn estructural del gen IytA se
representa con una barra blanca. La barra negra muestra el fragmento Hindlll de 1,7 kb que
contiene al gen lytAl0I. Entre paréntesis se detalla el tamaio de los plismidos en kb. Las
abreviaturas utilizadas para las dianas de restriccién son : A, Accl; E, EcoRl; H, Hindlll; P, Psd.
PAGE, indica que el fragmento sefialado se aislé y purificd mediante electroforesus en geles de
poliacrilamida (apartado 19.2. de Materiales y Métodos).
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plasmido resultante, pED4, contenia el gen lytAl0! bajo el control del promotor del gen IytA.
Debido a que la manipulacion genética de E. coli es mas sencilla que la de S. pneumoniae, se
empled E. coli C600 para el aislamiento del plismido pED4, el cual se utiliz