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3.4.7 Pleotropia de la mutació hap-9. Expressió d'una endoglucanasa de

Bacillus polymyxa a la soca CM209.

Donades les característiques de la mutació hap-9 pel que fa a l'expressió de

l'aerolisina, proteïna heteròloga a E.coli, es va plantejar l'estudi de l'efecte

d'aquesta mutació sobre l'expressió d'una altra proteïna heteròloga a E.coli, per

determinar si també era afectada per la mutació, i si l'efecte era similar. Es va

estudiar l'expressió a la soca CM209 d'una endoglucanasa de Bacillus polymyxa

clonada en un vector multicòpia, el plàsmid pBP47 (Tcr).

L'activitat externa d'aquesta proteïna pot ser fàcilment detectada en plaques

de LB suplementades amb carboximetilcel.lulosa (CMC) al 0,5%. Aquest substrat

és degradat per l'endoglucanasa, i els halos de degradació es poden posar de

manifest pertinció de la placa amb Roig Congo (Materials i mètodes, 2.14.4). Es

van sembrar en estria en una única placa les soques 5K (pBP47) ¡ CM209

(pBP47) i es van incubar a 37°C. El revelat de les plaques va mostrar que la

soca CM209 (pBP47) presenta un halo de degradació de CMC molt superior a

5K (pBP47) (Figura 3.4.14), fet que suggeria que la mutació de la soca CM209

també afectava l'expressió de l'endoglucanasa clonada.

Aquest resultat es va confirmar en assajos de l'activitat

carboximetilcel.lulàsica (CMCàsica) de l'endoglucanasa en fraccions externes i

internes de 5K (pBP47) i CM209 (pBP47) de cultius en fase estacionaria.

L'activitat, mesurada com a alliberament de glucosa (Materials i mètodes, 2.14.4),

és similar a les fraccions internes de les dues soques. En canvi, per les fraccions

externes, la soca CM209 (pBP47) presenta una activitat molt superior a la de la

soca parental (Taula 3.4.5).
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Figura 3.4.14 Halos de degradació de CMC produïts per les soques 5K

(pBP47) (A) i CM209 (pBP47) (B).
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Taula 3.4.5 Unitats d'activitat CMCàsica a fraccions externes i internes

corresponents a cultius en fase estacionaria de les soques 5K (pBP47) i CM209

(pBP47).

Fracció 5K (pBP47) CM209 (pBP47)

Interna 3,1 2,9

Externa O 2,9
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3.4.8 Relació entre la mutació hap-9 i els gens tolQRAB.

La cotransducció de marcadors ens va permetre mapar la mutació hap-9 al

minut 16,7 del mapa de lligament del cromosoma ti'E.coli. En conseqüència, es

va revisar la 8ena edició del mapa de lligament d'Escheríchia coli (Bachmann,

1990), per tal d'analitzar quins gens són els que es troben mapats entre els

minuts 16,5 i 17. Els gens censats entre aquests minuts són els següents

(Bachmann, 1990; Webster, 1991):

. suc: metabolisme del succinat.

. cyd: citocrom d.

. tol Q:(fii) tolerància a les colicines del grup A i a la infecció per

bacteriòfags filamentosos de DNA de cadena senzilla, hipersensibilitat a

SDS, DOC, EDTA i determinats antibiòtics.

. toIR: les mateixes característiques que to/Q.

. tolA: (excC, Iky) tolerància a les colicines del grup A i a la infecció per

fags filamentosos de DNA de cadena senzilla. Hipersensibilitat a SDS,

DOC, EDTA i determinats antibiòtics. Alliberament de proteïnes

periplasmàtiques al medi extern.

. to/S: tolerància a colicines E2, E3, A i K. Hipersensibilitat a SDS, DOC,

EDTA i determinats antibiòtics. Alliberament de proteïnes periplasmàtiques

al medi extern.

. nadA: proteïna A de la quinolinat sintetasa.

. lysT: usina tRNA.

. valT: valina TRNA.

. aroG: DAHP sintetasa.

. phxB: adsorció de 0X174.

. gal: metabolisme de la galactosa.

176



Resultats

La descripció bibliogràfica d'aquests gens no ens va fer sospitar que cap

d'ells estigués relacionat amb la mutació hap-9, a excepció dels gens tolQRAB,

ja que mutacions en aquests gens estan relacionades amb la tolerància a

colicines del grup A, la tolerància a la infecció per bacteriòfags filamentosos i

amb múltiples efectes pleotròpics. Entre ells, cal destacar l'alliberament al medi

de proteïnes periplasmàtiques (mutants "leaky"), característica que, pel que fa

referència a l'expressió de l'aerolisina, també presenta la soca CM209.

3.4.8.1 La soca CM209 és tolerant a les colicines A i E1.

Donades les característiques de les mutacions en els gens tolQRAB

respecte a la tolerància presentada davant l'efecte de les colicines de la classe

A, i la possible relació entre mutacions en aquests gens i la mutació hap-9, es

va provar la resistència o sensibilitat de la soca CM209 a diferents colicines.

Es van utilitzar les colicines E1 i A, del grup A, que segueixen el patró de

translocació tolQRAB, i dues colicines de la classe B (G i D), que segueixen un

altre patró de translocació, dependent de TonB (Pattus et al., 1990).

El test de sensibilitat a les colicines anomenades anteriorment (Materials i

mètodes, 2.7) va mostrar que la soca CM209 és insensible a les colicines del

grup A utilitzades (E1 i A), mentre que la soca parental 5K, utilitzada com a

control, és sensible, tal com caldria esperar d'una soca d'Eco//que no tingui cap

mutació afectant la sensibilitat a colicines. Pel que fa a les colicines de la classe

B, les dues soques són sensibles (Taula 3.4.6). Es va fer el mateix test amb les

colònies revertents al fenotip hemolític parental (Hly+) obtingudes de la

transducció de TníOdes de les soques NK6033 i N3030 a la soca CM209. Com

era d'esperar, la reversió al fenotip hemolític Hly+ va acompanyada d'una
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reversió al fenotip de sensibilitat a les colicines propi de la soca parental (Taula

3.4.6). La insensibilitat a les colicines del grup A de la soca CM209 no pot ser

denominada resistència, ja que aquest terme es reserva per mutacions que

afecten els gens que codifiquen pels receptors de les colicines. El receptor de

la colicina E1 és la proteïna BtuB (Mock i Pugsley, 1982), codificada pel gen

btuB, mapat al minut 90 del mapa de lligament d'E.co//, i el receptor de la colicina

A està format per aquesta mateixa proteïna, associada al lipopolisacàrid i a la

proteïna OmpF (Chai et al., 1982). La insensibilitat a les colicines E1 i A de la

soca CM209 correspondria a una de les mutacions anomenades tolerants,

causades per alteració en algun dels passos implicats entre l'adsorció de la

colicina i l'efecte sobre la seva diana cel·lular.
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Taula 3.4.6 Sensibilitat a les colicines A, E1, G i D mostrada per diferents

soques.

COLICINA

SOCA A E1 G D

5K

CM209

CM209 x NK6033*

CM209 x N3030*

+: creixement en presència de la colicina.

-: absència de creixement en presència de la colicina.

*: clons derivats de la soca CM209 que han revertit al fenotip parental després

de la transducció del gen salvatge hap-9 des de les soques NK6033 i N3030.
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3.4.8.2 L'expressió de l'aerolisina d'A.hydrophila a les soques portadores

de mutacions en els gen tolA i tolB és similar a l'expressió de

l'aerolisina a la soca CM209.

Una vegada determinada la tolerància de la soca CM209 a colicines del grup

A, i tenint en compte que, pel que fa a l'expressió de l'aerolisina a la soca

CM209, la secreció al medi extern correspondria a un efecte "leaky" Qa que

paral·lelament a la seva sortida també ho fan altres proteïnes periplasmàtiques)

i que aquesta és una característica d'algunes mutacions en els gens tolQRAB,

vàrem pensar que una aproximació per esbrinar la relació entre la mutació hap-9

i mutacions en els gens tol descrits a la mateixa localització seria analitzar

l'expressió de l'aerolisina a soques amb mutacions en aquests gens.

Es van transformar les soques d'Escheríchia coli A592 (tolA) i A593 (tolB)

amb el plàsmid pHPC3-700. Les colònies resultants de la transformació,

seleccionades en plaques d'agar-sang suplementàries amb Te, mostraven uns

halos d'hemòlisi comparables als de la soca CM209, és a dir, molt més grans

que els de la soca 5K (pHPC3-700) (Figura 3.4.15).
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Figura 3.4.15 Fenotip hemolític de colònies de les soques 5K (pHPC3-700)

(A), CM209 (pHPC3-700) (B), A592 (pHPC3-700) (C) i A593 (pHPC3-700) (D)

sobre plaques d'agar-sang.

B
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Els assajos de valoració de l'activitat hemolítica de l'aerolisina a fraccions

cel·lulars obtingudes a partir de cultius en fase estacionaria (DO a 600 nm de

1,8} de les soques 5K (pHPC3-700), CM209 (pHPC3-700), A592 (pHPC-700) i

A593 (pHPC3-700) (Taula 3.4.7) va permetre concloure que:

1 ) Les soques A592 i A593 presenten escassa activitat hemolítica als

compartiments interns, essent menor que l'activitat mostrada per les

soques 5K o CM209.

2) L'activitat hemolítica a les fraccions externes de les soques A592 i

A593 és similar a la de la soca CM209, i en tots tres casos superior a

la de 5K.
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Taula 3.4.7 Valoració de l'activitat hemolítica corresponent a les fraccions

cel·lulars de les soques 5K, CM209, A592 i A593 transformades amb el plàsmid

pHPC3-700.

Soca Externa Periplasma Citoplasma

5K (pHPC3-700) 1,22

CM209 (pHPC3-700 28,71

1374,1

1029,73

75,87

16,02

A592 (pHPC3-700) 23,35 329,01 1,48

A593 (pHPC3-700) 26,98 151,77 3,11
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Per una altra banda, la quantiíicació per ¡mmunodetecció i densitometria de

l'aerolisina a fraccions obtingudes a partir de cultius en fase estacionaria de les

mateixes soques (Figura 3.4.16), va mostrar que és possible detectar a les

soques A592 i A593 quantitats d'aerolisina equivalents a les de la soca CM209,

tant a les fraccions externes com internes (periplasmàtiques i citoplasmàtiques).

La quantificació d'aerolisina en els mutants tolA i tolB permet concloure que

aquestes mutacions tenen un efecte sobre l'expressió de l'aerolisina clonada a

pHPC3-700 similar al que causa la mutació hap-9 de la soca CM209.
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Figura 3.4.16 Immunodetecció d'aerolisina a fraccions cel·lulars corresponents

a cultius de 12 hores d'incubació de les soques 5K (pHPC3-700), CM209

(pHPCS-700), A592 (pHPC3-700) i A593 (pHPC3-700). A, B, C: fraccions

externa, periplasmàtica i citoplasmàtica de la soca 5K (pHPC3-700); D, E, F:

fraccions externa, periplasmàtica i citoplasmàtica de la soca CM209 (pHPCS-

700); G, H, I: fraccions externa, periplasmàtica i citoplasmàtica de la soca A592

(pHPC3-700); J, K, L: fraccions externa, periplasmàtica i citoplasmàtica de la

soca A593 (pHPC3-700).

A B C D E F G H I J K L
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Figura 3.4.16 (continuació)

¡mmunodetecció anterior.

Anàlisi densitomètrica corresponent a la

B D

ü
A

A i

H J K
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3.4.8.3 Les mutacions tolA \ tolB no afecten l'expressió d'hemolisina

codificada pel plàsmid pANN202-312.

Ja que coneixíem que la mutació hap-9 no afecta l'expressió de l'hemolisina

d'E.co//clonada al plàsmid pANN202-312, vàrem decidir comprovar també si les

mutacions tolA i to/B hi tenien algun efecte. Per això, es van transformar les

soques A592 i A593 amb el plàsmid pANN202-312 per tal de confirmar que

mostraven el mateix fenotip hemolític que la soca CM209 (pANN202-312), és a

dir, que l'expressió d'hemolisina clonada a pANN202-312 no es veia afectada per

la mutació. El fenotip de les colònies resultants de la transformació,

seleccionades sobre plaques d'agar-sang suplementàries amb cloramfenicol, va

confirmar que cap de les dues mutacions afectava l'expressió de l'hemolisina,

mostrant un fenotip similar al de les soques 5K (pANN202-312) i CM209

(pANN202-312) (Figura 3.4.17).

Cal tenir present que les mutacions tolA i tolB produeixen efectes

d'alliberament de proteïnes periplasmàtiques al medi, i que l'hemolisina ú'E.coli

no segueix una via de secreció dependent d'una seqüència senyal, sinó que és

directa a través de les dues membranes.
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Figura 3.4.17 Fenotip de colònies de les soques 5K (A), CM209 (B), A592 (C)

¡ A593 (D) transformades amb el plàsmid pANN202-312, sobre plaques d'agar-

sang.

B
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3.4.8.4 Anàlisi comparativa dels patrons de membrana externa de les

soques CM209, A592 i A593.

Dins el conjunt d'estudis dirigits a comprovar la relació entre la mutació hap-

9 i mutacions en els gens tol, es va decidir realitzar també una anàlisi

comparativa de les proteïnes de membrana externa de les soques 5K, CM209,

A592 i A593. La comparació entre els patrons de proteïnes de membrana

externa, obtingudes a partir de cultius de les soques anteriorment anomenades

en diferents condicions de culitu (presència/absència del plàsmid pHPC3-700),

va permetre determinar que hi ha una diferència clara entre la soca CM209 i les

soques A592 (tolA) i A593 (tolB). En ambdós mutants tol s'observa la manca

d'una proteïna d'aproximadament 25 kDa, que és present a les preparacions

obtingudes a partir de cultius de les soques CM209 o 5K. A més a més, és

observable que els patrons de proteïnes de membrana externa de les soques

A592 i A593 també presenten l'efecte produït per l'expressió de l'aerolisina

clonada al plàsmid pHPC3-700 sobre determinades proteïnes de baix pes

molecular, que s'havia observat en el cas de la soca CM209. Aquest efecte és

especialment clar en el cas de la soca A592 (Figura 3.4.18).

Tant l'expressió de l'aerolisina ó'Aeromonas hydrophila als mutants tol, com

les propietats de la soca CM209, suggereixen que la mutació hap-9 és deguda

a una inserció del transposo Tn5 en el bloc de gens tolQRA.
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Figura 3.4.18 Anàlisi electroforètica en SDS-PAGE al 15% de les proteïnes de

membrana externa de diferents soques obtingudes en diferents condicions

(soques curades o transformades amb pHPC3-700). A: 5K; B: 5K (pHPC3-700);

C i E: CM209; D i F: CM209 (pHPC3-700); G: A592; H: A592 (pHPC3-700); I:

A593; J: A593 (pHPC3-700).

kDa

A B C D E F G H I J
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3.5 OPTIMITZACIÓ DE L'EXPRESSIÓ DE PROTEÏNES CLONADES A

Eco//. CONSTRUCCIÓ D'UNA SOCA hha hap-9.

La mutació hha afecta l'expressió de l'hemolisina i d'altres proteïnes

donades a Escherichia coli, provocant un augment en la síntesi citoplasmàtica

de la proteïna en qüestió (Nieto ei al., 1991; Nieto, Tesi Doctoral, 1991;

Carmona, Tesi Doctoral, 1992). Per una altra banda, la mutació hap-9 també

afecta l'expressió de determinades proteïnes heteròlogues donades a E.coli,

produint un lleuger augment en la seva síntesi i un alliberament al medi extern.

Donat l'efecte sobre l'expressió de proteïnes donades a E.coli de les

mutacions hha i hap-9, es va pensar en la possibilitat de combinar en una

mateixa soca els efectes produïts per ambdues mutacions, en un intent de

construir una soca d'E.co//amb un fons genètic que afavorís la sobreexpressió

de proteïnes donades.

3.5.1 Transducció de la mutació hap-9 a la soca Hha-2T (pHPC3-700).

Amb la finalitat d'obtenir una soca portadora de les mutacions hha \ hap-9,

es va utilitzar l'estratègia de transduir la mutació hap-9 des de la soca CM209

a una soca mutant pel gen hha. Per això, es van obtenir lisògens pel bacteriòfag

P1 cm ts de la soca CM209, tal com està descrit a l'apartat 2.5.3. de Materials

i mètodes. Després d'obtenir el corresponent lisat, aquest es va utilitzar per

infectar una soca hha, la soca E.coli Hha-2T (pHPC3-700). La transducció sobre

la soca receptora transformada amb el plàsmid pHPC3-700 permetia la selecció

sobre plaques d'agar-sang, ja que les colònies de la soca Hha-2T (pHPC3-700)

desenvolupen halos d'hemòlisi en agar-sang més tard que els que es poden

observar en colònies de la soca CM209 (pHPC3-700). Es van seleccionar les
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colònies resultants de la transducció sobre plaques d'agar-sang suplementades

amb Te (marcador de pHPC3-700), Ap (marcador de la mutació hha-2, obtinguda

per inserció de Mucfl) i Km (marcador de la mutació hap-9, obtinguda per

inserció de Tn5).

Del conjunt de colònies resultants de la transducció, es van seleccionar

aquelles que presentaven un fenotip més hemolític i es van aïllar sobre plaques

d'agar-sang, per tal d'observar-ne el fenotip. Cal dir que, en alguns casos, el

fenotip hemolític de les colònies seleccionades es va mostrar extraordinàriament

heterogeni. Finalment, es va seleccionar un clon que mostrava un fenotip

homogeni i molt hemolític (Figura 3.5.1).

El fenotip en plaques d'agar-sang d'aquest mutant hha hap-9, la soca

CM329 (pHPC3-700), suggeria que la producció d'aerolisina era superior en

aquest mutant que en cadascuna de les dues soques parentals, CM209 (hap-9)

i Hha-2T (hha).
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Figura 3.5.1 Fenotip hemolític sobre agar-sang de lessoques CM209 (pHPCS-

700) (A), CM329 (pHPC3-700) (B), i Hha-2T (pHPC3-700) (C).
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3.5.2 Valoració de la producció d'aerolisina de la soca CM329 (pHPC3-700).

La valoració en assajos líquids de l'activitat hemolítica externa de la soca

CM329 (pHPC3-700), comparada amb la mostrada per la soca CM209 (pHPCS-

700), va permetre comprovar que les dues soques presenten diferent cinètica pel

que respecta a la producció d'aerolisina al medi extern. Mentre que, tal com ja

s'ha referit anteriorment, la màxima activitat hemolítica externa presentada per

la soca CM209 (pHPC3-700) es detecta a la fase estacionaria (aproximadament

a les 12 hores d'incubació), la soca CM329 va mostrar el màxim d'activitat a més

de 22 hores d'incubació.

És important també destacar que l'alliberament de l'aerolisina al medi extern

detectat en cultius de la soca CM329 (pHPC3-700) va acompanyat d'un

important descens de la densitat òptica del cultiu, fet que indica l'existència de

lisi cel·lular (Taula 3.5.1 ). Aquests resultats suggereixen que la combinació de les

dues mutacions a una mateixa soca, amb independència de l'efecte específic

sobre l'expressió d'una proteïna heteròloga, té també efectes sobre la fisiologia

de la soca, que la fan diferent de les soques de les que prové.

També es va analitzar la producció intracel.lular d'aerolisina de les soques

CM209 (pHPC3-700) i CM329 (pHPC3-700), mitjançant la immunodetecció

d'aquesta proteïna a extractes ¡níracel.Iulars totals obtinguts a partir de cultius en

fase estacionaria (DO a 600nm de 1,8). Els resultats obtinguts (Figura 3.5.2),

permeten determinar que la quantitat d'aerolisina present als extractes de la soca

CM329 és lleugerament superior a la present als extractes corresponents a la

soca CM209, tenint en compte la suma de les dues formes de la proteïna.
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Taula 3.5.1 Unitats d'activitat hemolítica externa (unitats Hly) i densitat òptica

(DO GOOnm) de cultius de les soques CM209 (pHPC-700) i CM329 (pHPC3-700).

CM209 (pHPC3-700)

DO GOOnm Unitats Hly

CM329 (pHPC3-700)

DO 600nm Unitats Hly

2

2

2

2

2

,27

,25

,43

,44

,47

108

134

148

267

289

,44

,96

,76

,21

,47

2

2

2

2

1

,18

,35

,31

,05

,8

0

0

0

61,

137

95

,92
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Figura 3.5.2 Immunodetecció d'aerolisina a extractes intracel.lulars de les

soques CM209 (pHPC3-700) (A i B) i CM329 (pHPC3-700) (C i D).

A B C D
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3.5.3 La soca CM329 expressa l'hemolisina clonada al plàsmid pANN202-

312 seguint un comportament equivalent al de la soca Hha-2T.

Com a caracterització complementària de la soca CM329, es va analitzar

també la producció d'hemolisina d'Eco// codificada pel plàsmid pANN202-312.

La transformació de la soca CM329 lliure de DNA plasmídic amb el plàsmid

pANN202-312 va produir transformants amb el fenotip hemolític propi de la soca

Hha-2T (PANN202-312).

La valoració en assajos líquids de l'activitat externa de l'hemolisina va

permetre confirmar que la soca CM329 mantenia l'efecte sobre l'expressió de

l'hemolisina propi de la mutació hha (Figura 3.5.3). Aquest fet es correlaciona

amb l'observació ja esmentada de que la mutació hap-9 no afecta de manera

significativa l'expressió de l'alfa-hemolisina ti'E.coli.
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Figura 3.5.3 Valoració de l'activitat hemolítica externa corresponent a cultius

de les soques Hha-2T (pANN202-312), CM329 (pANN202-312) i CM209

(PANN202-312).

800
unitats d'activitat hemolítica externa

800-

400-

200-

0 1 2 3 4 6 6 7 8 9 1 0

soques

Hha-2T (PANN202-312) H- CM329 (pANN202-312)

-*- CM200 (PANN202-312)
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Discussió

Els experiments d'hibridació de tipus "Southern" utilitzant sondes marcades

del gen hha, contra DNA cromosòmic d'Escherichia coli, han possibilitat la

detecció d'un únic senyal d'hibridació. Tant la utilització d'una sonda de 300 pb,

corresponent específicament al gen hha, com la utilització de sondes de 1,7 i 5,6

Kb, han proporcionat els mateixos resultats. Per tant, es pot afirmar que els

resultats obtinguts prèviament en intentar transduir la mutació hha de la soca

Hha-3, seleccionant pel marcador de JnSphoA (transposo amb el qual havia

estat obtinguda la mutació), en que només el 10% dels transductants resistents

a la kanamicina mostraven fenotip Hha" (Godessart et al., 1988), no es poden

atribuir al fet que el gen hha estigui flanquejat per seqüències repetides, al

menys pel que fa a distàncies d'aproximadament 3 Kb des de cadascun dels

seus extrems. Per tant, la baixa freqüència de lligament entre els dos marcadors

és probablement deguda a la transducció de transposicions de Tn5 al genoma

del bacteriòfag P1, fenomen que ja ha estat descrit anteriorment (Berg et al.,

1983).

Per hibridació de tipus "Southern" es va intentar també inicialment la

detecció del gen hha a diferents espècies bacterianes de la família

Enterobacteríaceae. Tan sols en el cas de la soca C3 de Klebsiella pneumoniae

es va detectar un senyal positiu. Aparentment, aquests resultats assenyalaven

una distribució molt restringida del gen hha a diferents enterobactèries.

El descobriment de que la proteïna YmoA de Yersinia enterocolitica

(Cornelis et al., 1991) presenta un grau d'homologia molt elevat amb la proteïna

Hha d'Eco//, ens va induir a utilitzar les sondes del gen hha per tal d'intentar la

detecció del gen ymoA mitjançant hibridacions de tipus "Southern". Cap de les

soques de Y.enterocolitica analitzades va donar senyal positiu amb les sondes

utilitzades. Tot i que els resultats obtinguts amb altres enterobactèries suggerien
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que el gen hha és gairebé exclusiu d'Eco//, l'observació de que, malgrat

l'homologia entre les proteïnes Hha i YmoA, no es detectin senyals d'hibridació

entre les sondes del gen hha i el DNA cromosomic de diferents soques de Y.

enterocolítíca, fa pensar que possiblement una proteïna equivalent a Hha també

pot existir en altres enterobactèries, però que la degeneració del codi genètic pot

haver causat que la seqüència de nucleòtids dels gens que codifiquin per

aquestes proteïnes sigui prou diferent com per no donar resultats positius

d'hibridació en les condicions d'astringència utilitzades.

A més a més, també es va utilitzar la tècnica de la PCR per tal de

completar els estudis sobre la distribució del gen hha a la família

Enterobacteriaceae. La utilització d'uns "primers" específics de la seqüència del

gen hha tan sols va proporcionar l'amplificació desitjada amb les diferents soques

d'Eco//utilitzades (excepte amb una, la soca Abeerdeen 1064), amb la soca C3

de K.pneumoniae i amb una de les soques de Y.enterocolitica, la soca Y754.

Aquests resultats confirmen els obtinguts anteriorment, i posen de manifest que

possiblement la variabilitat en la seqüència de nucleòtids dels gens hha i ymoA

és la responsable de que en experiències d'hibridació no es detectin senyals, i

si que es pugui detectar amplificació per PCR, ja que aquesta tècnica requereix

menys regions d'elevada homología. Es va decidir dissenyar uns "primers" del

gen ymoA que es corresponguessin amb les seqüències de màxima homología

de nucleòtids entre el gen ymoA i el gen hha, amb la finalitat de disposar d'un

sistema que permetés la detecció d'ambdós gens. La utilització d'aquests

"primers" només va donar amplificació pel gen ymoA de Y.enterocoliïica. Aquests

resultats permeten suposar que la família de proteïnes representada per les

proteïnes Hha d'E.co// i YmoA de Y.enterocolitica està segurament present a

moltes altres enterobactèries. Malgrat que no sigui possible detectar senyals

d'hibridació o d'amplificació, sembla clar que aquest fet no implica
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necessàriament que altres microorganismes no sintetitzin una proteïna

equivalent.

L'intent d'obtenir la mutació hha a la soca HB101 (pANN202-312), amb la

intenció de disposar d'una soca amb genotip recA portadora de la mutació hha,

ha conduït a la caracterització d'un interessant fenomen que fa referència a la

utilització del transposo Tn5 com a element mutagènic: l'aparició de clons no

productors d'hemolisina entre la descendència dels mutants hha que s'havien

obtingut per mutagènesi amb Tn5. Aquest fet ha portat a la caracterització d'un

fenomen de transposició secundària de Tn5 després de la seva inserció inicial

en el gen hha. És important aquí recordar el fet de que, un cop insertat al

genoma bacterià, Tn5 és normalment estable, i que la seva utilització com a

agent mutagènic a E.coli no ha conduït fins ara a la descripció de fenòmens de

transposició secundària (De Bruijn, 1987; De Bruijn i Lupski, 1984), a excepció

d'un cas prèviament publicat (Harayama et al., 1979). La inestabilitat de les

insercions de Tn5en el gen hha seria la causa de l'aparició de transposicions a

altres localitzacions. Les insercions del transposo en els gens hly del plàsmid

pANN202-312 són la causa de l'aparició de clons no productors d'hemolisina.

L'anàlisi de la cinètica de creixement demostra que aquests clons no productors

d'hemolisina creixen més ràpidament que els mutants hha, fet que justificaria la

seva ràpida aparició. La hipòtesi de que la inestabilitat de Tn5 en el gen hha

porta a la selecció de clons no productors d'hemolisina, suggereix que

transposicions des del gen hha a altres localitzacions cromosòmiques també

serien positivament seleccionades, sempre i quan la transposició secundària

restaurés la funció del gen hha i no causés altres mutacions letals o amb

desavantatges selectius. Aquestes transposicions han estat posteriorment

trobades i caracteritzades (C. Badenas i A. Juárez, resultats no publicats).
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Pel que fa a la raó de la inestabilitat de Tn5a mutants hha, es important

destacar que el superenrotllament del DNA afecta la transposició de Tn5 (Isberg

i Syvaenen, 1985), i que la proteïna Hha està relacionada amb el grau de

superenrotllament del DNA (De la Cruz eí al., 1992). Per tant, la inactivació de

la proteïna Hha podria ser la causa primaria de la inestabilitat de Tn5en el gen

hha, degut a alteracions topologiques en el DNA, seleccionant-se fenòmens de

transposició que presentin algun avantatge selectiu. És també important destacar

el fet que la freqüència d'obtenció de mutants hha en mutagenitzar la soca

HB101, de 10~3, contrasta amb la baixa freqüència obtinguda en mutagenitzar la

soca 5K (de 5 x 10~5; A. Juárez, comunicació personal). Recentment ha estat

descrit que, en determinades circumstàncies, la proteïna RecA incrementa la

transposició de Tn5 (Kuan et al., 1991). Com a hipòtesi per explicar la baixa

freqüència d'obtenció de mutants hha a la soca 5K, després de mutagenitzar

amb Tn5, cal considerar la inestabilitat de les insercions en aquest gen,

potenciada pel genotip rec/T, fet que conduiria a la ràpida desaparició de clons

amb fenotip Hly+++ (fenotip hemolític dels mutants hha). Una certa inestabilitat,

però en un fons genètic recA, possibilitaria que després de la mutagènesi es

detectessin clons Hly+++, ja que clons amb altres fenotips encara no haurien

desplaçat a les cèl·lules superproductores d'hemolisina.

En la recerca referent a l'expressió de proteïnes heteròlogues a Eco//i la

problemàtica de la degradació proteolítica de les proteïnes expressades, un dels

temes que encara no està totalment resolt és el número de proteases

intracel.lulars d'E.co//que són responsables d'aquesta degradació. Tot i que fa

ja alguns anys que es coneix que el producte del gen Ion és una proteasa

intracel.lular implicada en els processos de degradació de proteïnes "anormals"

a E.coli (Gottesman, 1990), se'n sap molt poc sobre altres proteases solubles

que han estat descrites fins ara (Miller, 1987). La dificultat per seleccionar
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fenotips mutants per altres endoproteases d'Eco//, en el cas que aquestes

mutacions no siguin letals per la cel.lula, ha estat sens dubte una de les

principals raons que ha contribuït a la manca d'informació de la que actualment

es diposa sobre aquest tema. L'estratègia desenvolupada en aquest treball,

basada en la preparació de microcultius, fraccionament cel·lular i anàlisi de la

degradació proteolítica d'una proteïna heteròloga mitjançant tècniques

d'electroforesi i immunodetecció, s'ha mostrat vàlida per tal de realitzar un

"screening" ràpid en la recerca de mutants amb alteracions en els processos

proteolítics intracel.lulars. Motius de prioritats i el volum de treball necessari per

tal de detectar mutacions que afectin a algun gen que codifiqui per una proteasa,

van aconsellar deixar tan sols la tècnica posada a punt i no dedicar més esforços

a la localització d'aquests mutants. Malgrat tot, és destacable el fet que es van

poder localitzar mutants que mostraven una activitat proteàsica augmentada, fet

que demostra la validesa de l'estratègia utilitzada.

La recerca de mutacions que causin un increment de l'expressió de

proteïnes heteròlogues a Eco// ens ha conduït a la identificació de dos gens,

anomenats hap-6 i hap-9t que estan implicats en la regulació de l'expressió de

Paerolisina à'Aeromonas hydrophila AH2 a Eco//. S'ha pogut demostrar que

ambdues mutacions, de localització cromosòmica, no corresponen a mutacions

en el gen hha, que a la seva vegada també modifica l'expressió d'aquesta toxina

a Eco// (Nieto et al., 1987). El principal efecte que les dues mutacions van

presentar sobre l'expressió de l'aerolisina va ser l'alliberament al medi de cultiu

d'aquesta toxina que normalment s'acumula a l'espai periplasmàtic quan és

expressada a Eco//(Chakraborty et al., 1986; Howard i Buckley, 1986). Aquest

alliberament al medi extern no es va poder considerar una autèntica secreció, ja

que en ambdós casos també es va detectar al medi extern la presència d'altres

proteïnes periplasmàtiques d'Eco//, com la fosfatasa alcalina o la ß-lactamasa.
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L'efecte de les mutacions hap correspon al fenotip de mutants "leaky", que es

caracteritzen per l'alliberament al medi extern de proteïnes periplasmàtiques. A

més a més de l'alliberament al medi extern d'una part de l'aerolisina acumulada

al periplasma, s'ha posat de manifest que les soques portadores d'alguna de les

dues mutacions presentaven un lleuger increment de la síntesi de la toxina. La

caracterització genètica de les dues mutacions, que s'havien obtingut per inserció

del transposo Tn5, va mostrar que es tractava de mutacions que afectaven gens

diferents. En un cas la mutació es va localitzar al minut 16,7 del cromosoma

d'E.coli (hap-9) i en l'altre a la regió situada entre els minuts 40 i 50 (hap-6). En

ambdós casos es va poder detectar un 100% de lligament entre la transducció

del marcador de resistència del transposo (Km) i el fenotip Hap".

El mapatge fi de la mutació hap-9 de la soca CM209 va permetre localitzar

la inserció de Tn5 al minut 16,7 del cromosoma d'E.co//, regió en la que també

es troben mapats els gens tolQRAB. Les mutacions en aquest bloc de gens

causen tolerància a les colicines del grup A i a l'entrada de DNA de bacteriòfags

filamentosos, a més de causar efectes pleotròpics, entre els quals cal destacar

l'alliberament de proteïnes periplasmàtiques al medi extern (fenotip "leaky").

Tenint en compte que l'efecte de la mutació hap-9 sobre l'expressió de

l'aerolisina és degut a una mutació de tipus "leaky", va ser necessari comprovar

si aquesta mutació corresponia a una mutació en el bloc de gens tolQRAB. Les

dades obtingudes sobre la tolerància de la soca CM209 a les colicines, i

l'expressió de l'aerolisina a soques amb mutacions tolA o tolB, suggereixen de

manera clara que la mutació hap-9 és una mutació tol. A més a més, el fet que

la soca CM209 sigui tolerant a la colicina E1, permet descartar la possibilitat que

la mutació hap-9 sigui una mutació en el gen tolB, ja que mutacions en aquest

gen causen tolerància a les colicines A, E2, E3 i K, però sensibilitat a la colicina
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E1 (Webster, 1991). Aquest fet suggereix que la mutació hap-9 correspon a una

inserció en el bloc loIQRA.

La hipòtesi de que la soca CM209 conté una inserció en el bloc de gens

tolQRA està també en concordancia amb el fet que la mutació hap-9 és

pleotròpica, ja que afecta l'expressió d'una endoglucanasa de Bacillus polymyxa.

En aquest cas, la mutació hap-9 és responsable tant de l'alliberament al medi

extern d'una fracció de l'enzim acumulat al periplasma, com d'un moderat

augment en la seva síntesi.

El mecanisme molecular pel qual les mutacions en els gens tolQRAB

afecten el fenotip de cèl·lules d'Eco// no està encara totalment esbrinat. Ha estat

descrit que hi ha mutacions en els gens tol que mostren un fenotip "leaky",

alliberant diferents proteïnes periplasmàtiques al medi extern (Fognini-Lefebvre

i Portalier, 1984; Lazzaroni i Portalier, 1981; Webster, 1991), però el nombre de

proteïnes alliberades és diferent d'un mutant a l'altre. A més a més, s'ha

observat que mutacions independents dins el mateix cistró poden conduir a

diferents efectes fenotípics (Fognini-Lefebvre et al., 1987). Pel que fa a

l'expressió de Paerolisina 6'A.hydrophilaaE.coli, els resultats obtinguts en aquest

treball demostren que tant el mutant hap-9, obtingut per nosaltres, com mutants

tolA o tolB d'Eco//, alliberen al medi extern una part de la toxina que s'acumula

al periplasma i causen un moderat increment de la seva síntesi. Aquests

resultats concorden amb altres prèviament obtinguts en analitzar l'efecte de les

mutacions tol sobre l'expressió d'una proteïna periplasmàtica d'Eco//, la ß-

lactamasa. A més de causar l'alliberament al medi extern, també es va poder

detectar en aquest cas un moderat increment de la seva síntesi en aquests

mutants (Lazzaroni i Portalier, 1984). Aquests resultats, juntament amb els

obtinguts en aquest treball, posen de manifest de manera clara que les
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mutacions tol no només causen l'alliberament al medi de proteïnes

periplasmàtiques, sinó que també afecten la seva síntesi. Com a hipòtesi per tal

d'explicar aquest fet, es podria pensar que l'acumulació d'una proteïna a l'espai

periplasmàtic pot reprimir d'alguna manera la seva síntesi i, per tant, la reducció

de la seva concentració en aquest compartiment cel.lular podria causar un

moderat augment de la seva síntesi degut a que no es produeix la repressió.

Una característica destacable de la mutació hap-9, és que afecta la

composició proteica de la membrana externa. La presència del plàsmid pHPCS-

700 a la soca CM209 provoca importants variacions en el patró proteic d'aquesta

estructura quan s'analitza per SDS-PAGE. Aquestes variacions no s'obtenen

quan s'analitzen extractes obtinguts de la mateixa soca lliure del plàsmid. Aquest

fet suggereix que la sortida de l'aerolisina al medi extern interfereix amb la

incorporació d'alguns components proteics a la membrana externa. L'anàlisi del

nivell al qual es bloqueja aquesta incorporació pot ajudar a entendre millor els

mecanismes pels quals les proteïnes de membrana externa s'incorporen a

aquesta estructura. Pel que fa a l'absència de la proteïna LamB a la membrana

externa de la soca CM209, cal recordar que alguns autors han descrit aquest

efecte en mutants tolA (Lazzaroni et al., 1986), encara que aquest efecte va ser

observat quan els mateixos autors creien que la mutació que havien descrit, IkyB,

era diferent de mutacions en els gens tol, precisament degut a aquesta

observació en els patrons de membrana externa. Posteriorment, però, no es

troba en la bibliografia cap altre al·lusió a aquest efecte descrit. L'anàlisi conjunta

per SDS-PAGE de les proteïnes de membrana externa de les soques CM209

(hap-9), A592 (iolA) i A593 (tolB), va posar de manifest que, excepte pel que

respecta a una proteïna d'aproximadament 24 kDa, la composició proteica és la

mateixa, i la presència del plàsmid pHPC3-700, que codifica per l'aerolisina,

provoca efectes equivalents. Aquest fet és especialment clar amb la soca A592.
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La manca observada per la proteïna d'aproximadament 24 kDa als patrons de

les soques A592 I A593, cal atribuir-lo, més que a un efecte de les mutacions

sobre la composició de la membrana externa, a que procedeixen d'una soca

diferent ö'E.coli, i la manca d'aquesta proteïna deu ser específica d'aquesta soca.

Una vegada caracteritzada la mutació hap-9, va ser possible transduir-la

a la soca Hha-2 d'E.co//, obtenint-se d'aquesta manera la soca CM329, que

acumula les mutacions hha \ hap-9 en el seu genoma. Aquest fet posa de

manifest, en primer lloc, que la combinació de les dues mutacions en una

mateixa cèl.lula no afecta la seva viabilitat. A més a més, l'anàlisi de la producció

d'aerolisina sobre plaques d'agar-sang va suggerir que la soca CM329 (pHPCS-

700) incrementava notablement aquesta producció al medi extern respecte

cadascuna de les soques originals (Hha-2 i CM209). La quantificació d'aquesta

producció mitjançant la valoració de l'activitat hemolítica al medi extern, va

permetre determinar que les soques CM209 (pHPC3-700) i CM329 (pHPC3-700)

segueixen cinètiques diferents pel que fa a la presència d'activitat hemolítica al

medi extern. Els valors d'aquesta activitat no reflecteixen la diferència que es pot

observar en la mida dels halos d'hemòlisi en plaques d'agar-sang. És important,

però, destacar que l'activitat hemolítica tan sols reflecteix Paerolisina activa, i que

el medi on es desenvolupa el cultiu, medi líquid o medi sòlid, podria tenir alguna

influència sobre la sensibilitat o inactivació d'aquesta toxina. Per una altra banda,

l'anàlisi per immunodetecció de la producció interna d'aerolisina suggereix que

la quantitat d'aquesta proteïna és lleugerament superior als extractes de la soca

CM329 (pHPC3-700) que als de la soca CM209 (pHPC3-700).

És important assenyalar que la construcció de la soca CM329 demostra

que és possible combinar diferents mutacions per tal d'optimitzar l'expressió de

proteïnes heteròlogues donades a E.coli. Malgrat tot, la utilització d'una soca
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d'aquestes característiques amb la finalitat de produir proteïnes heteròlogues

implica necessàriament diferents problemes, com per exemple la toxicitat que pot

produir a la cèl·lula la sobreproducció de determinades proteïnes. La utilització

de vectors d'expressió amb promotors induïbles podria evitar part d'aquests

problemes, al poder-se induir la síntesi de la proteïna d'interès en un punt

determinat de la corba de creixement. A més a més, caldria dur a terme un

estudi de les condicions de cultiu més adequades, de la compartimentació de la

proteïna expressada i de l'estabilitat d'aquesta.
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Conclusions

1 Els experiments d'hibridació de tipus "Southern" demostren que hi ha

una sola còpia del gen hha al cromosoma d'Escherichia coli.

2 La utilització d'una sonda del gen hha en experiments d'hibridació de

tipus "Southern" ha possibilitat la detecció d'homologies per aquest gen

al genoma de Klebsiella pneumoniae C3, però no al d'altres

enterobactèries.

3 La utilització de la técnica de la PCR, utilitzant uns "primers" específics

del gen hha, ha donat senyals d'amplificació per totes les soques

d'E.coli analitzades, excepte una. I també per Klebsiella pneumoniae

C3 i per Yersinia enterocolitica Y754.

4 El fet que malgrat l'elevada homología entre les proteïnes Hha ó'E.coli

i YmoA de Y.enterocolitica no s'hagin pogut trobar senyals de detecció

pel gen hha a la majoria de soques de Y.enterocolitica analitzades,

suggereix que la família de proteïnes representada per les proteïnes

Hha i YmoA pot trobar-se àmpliament extesa, malgrat no es

corresponguin amb una homología de nucleòtids.

5 Tot i que és acceptat que les insercions del transposo Tn5 al genoma

d'E.coli són estables, les insercions d'aquest transposo en el gen hha

de la soca HB101 mostren una marcada inestabilitat. Un cop insertat

en el gen hha, s'han pogut detectar transposicions secundàries als

gens Wydel plàsmid pANN202-312.
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6 S'han pogut identificar dues mutacions, diferents d'hha, que

incrementen l'expressió de proteïnes heteròlogues a Eco//. S'ha

correlacionat una d'aquestes mutacions, hap-9, amb una inserció de

Tn5 en el bloc de gens tolQRA.

7 S'ha pogut comprovar que l'efecte de la mutació hap-9 sobre

l'expressió de l'aerolisina ó'Aeromonas hydrophila implica un

alliberament al medi extern d'una part del contingut ¡ntracel.lular, i un

moderat augment de la síntesi d'aquesta proteïna.

8 S'ha comprovat que l'efecte de les mutacions tolA i tolB sobre

l'expressió de l'aerolisina 6'Aeromonas hydrophila és similar al causat

per la mutació hap-9.

9 Quan, per efecte de mutacions de tipus "leaky", algunes proteïnes

periplasmàtiques són alliberades al medi extern, la seva síntesi

s'incrementa moderadament.

10 L'expressió de Paerolisina a la soca CM209 (hap-9::Jn5) altera la

composició proteica de la membrana externa.

11 S'ha construït una soca portadora de les mutacions hha i hap-9,

CM329, amb la finalitat d'optimitzar l'expressió de proteïnes

heteròlogues a Eco//.

12 L'anàlisi de l'expressió de l'aerolisina d'Aemmonas hydrophila a la soca

CM329 suggereix que es produeix un moderat increment de l'expressió,

respecte la soca CM209.
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