UNIVERSITAT DE BARCELONA

FACULTAT DE BIOLOGIA

LES MUTACIONS hha | hap: INCREMENT DE
L’EXPRESSIO DE PROTEINES HETEROLOGUES

CLONADES A Escherichia coli

Vist-i-plau del Director

de la Tesi
Memoéria presentada per
Cristina Madrid Xufré
per optar al Grau de
W Doctor en Ciéncies
Dr. Antonio Juarez Giménez’ Biologiques

(i 13

Barcelona, Novembre de 1992



Resultats

3.4.7 Pleotropia de la mutacio hap-9. Expressio d’una endoglucanasa de

Bacillus polymyxa a la soca CM209.

Donades les caracteristiques de la mutacié hap-9 pel que fa a I'expressié de
Faerolisina, proteina heterdloga a E.coli, es va plantejar I'estudi de I'efecte
d'aquesta mutacié sobre I'expressio d’'una altra proteina heterdloga a E.coli, per
determinar si també era afectada per la mutacid, i si I'efecte era similar. Es va
estudiar I'expressio a la soca CM209 d’'una endoglucanasa de Bacillus polymyxa

clonada en un vector multicopia, el plasmid pBP47 (Tc').

L'activitat externa d’aquesta proteina pot ser facilment detectada en plaques
de LB suplementades amb carboximetilcel.lulosa (CMC) al 0,5%. Aquest substrat
és degradat per I'endoglucanasa, i els halos de degradacié es poden posar de
manifest per tincié de la placa amb Roig Congo (Materials i métodes, 2.14.4). Es
van sembrar en estria en una unica placa les soques 5K (pBP47) i 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 degradacié de CMC molt superior a
5K (pBP47) (Figura 3.4.14), fet que suggeria que la mutacio de la soca CM209

també afectava I'expressio de I'endoglucanasa clonada.

Aquest resuftat es va confirmar en assajos de [lactivitat
carboximetilcel.lulasica (CMCasica) de I'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 métodes, 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 degradaci6 de CMC produits per les soques 5K
(pBP47) (A) i CM209 (pBP47) (B).
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Taula 3.4.5 Unitats d'activitat CMCasica a fraccions externes i internes
corresponents a cultius en fase estacionaria de les soques 5K (pBP47) i CM209
(pBP47).

Fracci6 5K (pBP47) CM209 (pBP47)
Interna 3,1 2,9
Externa 0 2,9
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3.4.8 Relacid entre la mutacié hap-9i els gens to/lQRAB.

La cotransduccié de marcadors ens va permetre mapar la mutacié hap-9 al
minut 16,7 del mapa de lligament del cromosoma d’E.coli. En conseqliéncia, es
va revisar la 8°™ edicié del mapa de lligament d'Escherichia coli (Bachmann,
1990), per tal d’analitzar quins gens sén els que es troben mapats entre els
minuts 16,5 i 17. Els gens censats entre aquests minuts sdn els seglients

(Bachmann, 1990; Webster, 1991):

. suc: metabolisme del succinat.

. cyd. citocrom d.

. tol Q:(fii) tolerancia a les colicines del grup A i a la infeccid per
bacteriofags filamentosos de DNA de cadena senzilla, hipersensibilitat a
SDS, DOC, EDTA i determinats antibiotics.

. tolR: les mateixes caracteristiques que to/Q.

. tolA: (excC, lky) tolerancia a les colicines del grup A i a la infeccié per
fags filamentosos de DNA de cadena senzilla. Hipersensibilitat a SDS,
DOC, EDTA i determinats antibidtics. Alliberament de proteines
periplasmatiques al medi extern.

. tolB: tolerancia a colicines E2, E3, A i K. Hipersensibilitat a SDS, DOC,
EDTA i determinats antibiotics. Alliberament de proteines periplasmatiques
al medi extern.

. nadA: proteina A de la quinolinat sintetasa.

. lysT: lisina tRNA.

. valT: valina TRNA.

. aroG: DAHP sintetasa.

. phxB: adsorci6 de $X174.

. gal: metabolisme de la galactosa.
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La descripcid bibliografica d'aquests gens no ens va fer sospitar que cap
d’ells estigués relacionat amb la mutacié hap-9, a excepcid dels gens to/lQRAB,
ja que mutacions en aquests gens estan relacionades amb la tolerancia a
colicines del grup A, la tolerancia a la infeccié per bacteridfags filamentosos i
amb multiples efectes pleotropics. Entre ells, cal destacar I'alliberament al medi
de proteines periplasmatiques (mutants "leaky"), caracteristica que, pel que fa

referéncia a I'expressié 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 caracteristiques de les mutacions en els gens to/QRAB
respecte a la tolerancia presentada davant I'efecte de les colicines de la classe
A, i la possible relacié entre mutacions en aquests gens i la mutacié hap-9, es

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

Es van utilitzar les colicines E1 i A, del grup A, que segueixen el patré de
translocacié to/QRAB, i dues colicines de la classe B (G i D), que segueixen un

altre patré de translocacio, dependent de TonB (Pattus et al., 1990).

El test de sensibilitat a les colicines anomenades anteriorment (Materials i
meétodes, 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'E.coli que no tingui cap
mutaci6 afectant la sensibilitat a colicines. Pel que fa a les colicines de la classe
B, les dues soques sén sensibles (Taula 3.4.6). Es va fer el mateix test amb les
colonies revertents al fenotip hemolitic parental (Hly+) obtingudes de la
transduccié de Tn 70 des de les soques NK6033 i N3030 a la soca CM209. Com

era d'esperar, la reversid al fenotip hemolitic Hly+ va acompanyada d'una
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reversio 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 resisténcia, 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 proteina BtuB (Mock i Pugsley, 1982), codificada pel gen
btuB, mapat al minut 90 del mapa de lligament d’E.coli, i el receptor de la colicina
A esta format per aquesta mateixa proteina, associada al lipopolisacarid i a la
proteina 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 alteracid en algun dels passos implicats entre l'adsorcié de la

colicina i '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 preséncia de la colicina.

-: abséncia de creixement en preséncia de la colicina.

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

de la transduccio del gen salvatge hap-9 des de les soques NK6033 i N3030.
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3.4.8.2 L’expressiodel’aerolisinad’A.hydrophilaales soques portadores
de mutacions en els gen tolA i tolB és similar a I'expressié de

I'aerolisina a la soca CM2089.

Una vegada determinada la tolerancia de la soca CM209 a colicines del grup
A, i tenint en compte que, pel que fa a I'expressio de l'aerolisina a la soca
CM209, la secrecid al medi extern correspondria a un efecte “"leaky" (ja que
paral.lelament a la seva sortida també ho fan altres proteines periplasmatiques)
i que aquesta és una caracteristica d'algunes mutacions en els gens to/QRAB,
varem pensar que una aproximacio per esbrinar la relacié entre la mutacié hap-9
i mutacions en els gens tol descrits a la mateixa localitzacié seria analitzar

I'expressio de I'aerolisina a soques amb mutacions en aquests gens.

Es van transformar les soques d’'Escherichia coli A592 (tolA) i A593 (tolB)
amb el plasmid pHPC3-700. Les colonies resultants de la transformacid,
seleccionades en plaques d'agar-sang suplementades amb Tc, mostraven uns
halos d’hemolisi 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 hemolitic de colonies 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.
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Els assajos de valoracido de I'activitat hemolitica de I'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 hemolitica als
compartiments interns, éssent menor que l'activitat mostrada per les

soques 5K o CM209.

2) L’activitat hemolitica 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 Valoracidé de l'activitat hemolitica corresponent a les fraccions
cel.lulars de les soques 5K, CM209, A592 i A593 transformades amb el plasmid

pHPC3-700.

Soca Externa Periplasma Citoplasma
5K (pHPC3-700) 1,22 1374,1 75,87
CM208 (pHPC3-700 28,71 - 1029,73 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 quantificacié per immunodeteccié 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 A533 quantitats d'aerolisina equivalents a les de la soca CM209,

tant a les fraccions externes com internes (periplasmatiques i citoplasmatiques).
La quantificacié d’aerolisina en els mutants to/A i to/lB permet concloure que

aquestes mutacions tenen un efecte sobre 'expressio de 'aerolisina clonada a

pHPC3-700 similar al que causa la mutacid hap-9 de la soca CM209.
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Figura 3.4.16 Immunodeteccié d'aerolisina a fraccions cel.lulars corresponents
a cultius de 12 hores d'incubacié de les soques 5K (pHPC3-700), CM209
(pPHPC3-700), A592 (pHPC3-700) i A593 (pHPC3-700). A, B, C: fraccions
externa, periplasmatica i citoplasmatica de la soca 5K (pHPC3-700); D, E, F:
fraccions externa, periplasmatica i citoplasmatica de la soca CM209 (pHPC3-
700); G, H, I: fraccions externa, periplasmatica i citoplasmatica de la soca A592
(PHPC3-700); J, K, L: fraccions externa, periplasmatica i citoplasmatica de la
soca A593 (pHPC3-700).
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Analisi densitomeétrica corresponent a la

Figura 3.4.16 (continuacio)
immunodeteccio anterior.

e et e
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3.4.8.3 Les mutacions to/A i tolB no afecten I'expressiéo d’hemolisina

codificada pel plasmid pANN202-312.

Ja que coneixiem que la mutacié hap-9 no afecta I'expressio de I'hemolisina
d’E.coli clonada al plasmid pANN202-312, varem decidir comprovar també si les
mutacions tolA i to/B hi tenien algun efecte. Per aixd, es van transformar les
soques A592 i A593 amb el plasmid pANN202-312 per tal de confirmar que
mostraven el mateix fenotip hemolitic que la soca CM209 (pANN202-312), és a
dir, que 'expressié d’hemolisina clonada a pANN202-312 no es veia afectada per
la mutacié. El fenotip de les colonies resultants de la transformacio,
seleccionades sobre plaques d'agar-sang suplementades amb cloramfenicol, va
confirmar que cap de les dues mutacions afectava I'expressié de I'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 proteines periplasmatiques al medi, i que 'hemolisina d’E.coli
no segueix una via de secrecié dependent d'una seqiiéncia senyal, sind que és

directa a través de les dues membranes.
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Figura 3.4.17 Fenotip de colonies de les soques 5K (A), CM209 (B), A592 (C)
i AS93 (D) transformades amb el plasmid pANN202-312, sobre plaques d’agar-
sang.
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3.4.8.4 Analisi comparativa dels patrons de membrana externa de les

soques CM209, A592 i A593.

Dins el conjunt d'estudis dirigits a comprovar la relacié entre la mutacié hap-
9 i mutacions en els gens tol, es va decidir realitzar també una analisi
comparativa de les proteines de membrana externa de les soques 5K, CM209,
A592 i A593. La comparacidé entre els patrons de proteines de membrana
externa, obtingudes a partir de cultius de les soques anteriorment anomenades
en diferents condicions de culitu (preséncia/abséncia del plasmid pHPC3-700),
va permetre determinar que hi ha una diferéncia clara entre la soca CM209 i les
soques A592 (tolA) i AS93 (tolB). En ambdds mutants tol s’observa la manca
d’'una proteina 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 proteines de membrana externa de les soques
A592 i A593 també presenten l'efecte produit per I'expressié de laerolisina
clonada al plasmid pHPC3-700 sobre determinades proteines de baix pes
molecular, que s’havia observat en el cas de ia soca CM209. Aquest efecte és

especialment clar en el cas de la soca A592 (Figura 3.4.18).
Tant I'expressio de 'aerolisina d’Aeromonas hydrophila als mutants tol, com

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

a una insercio del transposd Tn$ en el bloc de gens to/QRA.
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Figura 3.4.18 Analisi electroforética en SDS-PAGE al 15% de les proteines de
membrana externa de diferents soques obtingudes en diferents condicions
(soques curades o transformades amb pHPC3-700). A: 5K; B: 5K (pHPC3-700);
Ci E: CM209; D i F: CM209 (pHPC3-700); G: A592; H: A592 (pHPC3-700); I:
A593; J: A593 (pHPC3-700).
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3.5 OPTIMITZACIO DE L’EXPRESSIO DE PROTEINES CLONADES A

E.coli. CONSTRUCCIO D’UNA SOCA hha hap-9.

La mutacid hha afecta l'expressid de I'hemolisina i d'altres proteines
clonades a Escherichia coli, provocant un augment en la sintesi citoplasmatica
de la proteina en questio (Nieto et al, 1991; Nieto, Tesi Doctoral, 1991;
Carmona, Tesi Doctoral, 1992). Per una altra banda, la mutacié hap-9 també
afecta I'expressio de determinades proteines heterdlogues clonades a E.coli,

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

Donat l'efecte sobre I'expressid de proteines clonades a E.coli de les
mutacions hha i hap-9, es va pensar en la possibilitat de combinar en una
mateixa soca els efectes produits per ambdues mutacions, en un intent de
construir una soca d'E.coli amb un fons genétic que afavoris la sobreexpressio

de proteines clonades.

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

Amb la finalitat d’obtenir una soca portadora de les mutacions hha i hap-9,
es va utilitzar 'estratégia de transduir la mutacié hap-9 des de la soca CM209
a una soca mutant pel gen hha. Per aix0, es van obtenir lisbgens pel bacteriofag
P1 cm ts de la soca CM209, tal com esta descrit a I'apartat 2.5.3. de Materials
i métodes. Després d’obtenir el corresponent lisat, aquest es va utilitzar per
infectar una soca hha, la soca E.coliHha-2T (pHPC3-700). La transduccié sobre
la soca receptora transformada amb el plasmid pHPC3-700 permetia la seleccio
sobre plaques d'agar-sang, ja que les colonies de la soca Hha-2T (pHPC3-700)
desenvolupen halos d’hemdlisi en agar-sang més tard que els que es poden

observar en colonies de la soca CM209 (pHPC3-700). Es van seleccionar les
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colonies resultants de la transduccio sobre plagues d’agar-sang suplementades
amb Tc (marcador de pHPC3-700), Ap (marcador de la mutacié hha-2, obtinguda
per insercid de Mud1) i Km (marcador de la mutacié hap-9, obtinguda per

insercié de Tn)).

Del conjunt de colonies resultants de la transduccid, es van seleccionar
aquelles que presentaven un fenotip més hemolitic i es van aillar sobre plaques
d’agar-sang, per tal d'observar-ne el fenotip. Cal dir que, en alguns casos, el
fenotip hemolitic de les coldnies seleccionades es va mostrar extraordinariament
heterogeni. Finalment, es va seleccionar un clon que mostrava un fenotip

homogeni i molt hemolitic (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 produccié 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 hemolitic sobre agar-sang de les-soques CM209 (pHPC3-
700) (A), CM329 (pHPC3-700) (B), i Hha-2T (pHPC3-700) (C).
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3.5.2 Valoracio de la produccio d’aerolisina de la soca CM329 (pHPC3-700).

La valoracié en assajos liquids de I'activitat hemolitica externa de la soca
CM329 (pHPC3-700), comparada amb la mostrada per la soca CM209 (pHPC3-
700), va permetre comprovar que les dues soques presenten diferent cinética pel
que respecta a la produccié d'aerolisina al medi extern. Mentre que, tal com ja
s’ha referit anteriorment, la maxima activitat hemolitica externa presentada per
la soca CM209 (pHPC3-700) es detecta a la fase estacionaria (aproximadament
a les 12 hores d’incubacio), la soca CM329 va mostrar el maxim d’activitat a més

de 22 hores d’incubacid.

Es important també destacar que I'alliberament de I'aerolisina al medi extern
detectat en cultius de la soca CM329 (pHPC3-700) va acompanyat d'un
important descens de la densitat optica del cultiu, fet que indica l'existéncia de
lisi cel.lular (Taula 3.5.1). Aquests resultats suggereixen que la combinacio de les
dues mutacions a una mateixa soca, amb independencia de I'efecte especific
sobre I'expressio d'una proteina heterologa, té també efectes sobre Ia fisiologia

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

També es va analitzar la produccid intracel.lular d’aerolisina de les soques
CM209 (pHPC3-700) i CM329 (pHPC3-700), mitjancant la immunodeteccio
d'aquesta proteina a extractes intracel.lulars 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 proteina.
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CM208 (pHPC3-700)

Resultats

Unitats d’activitat hemolitica externa (unitats Hly) i densitat optica
(DO 600nm) de cultius de les soques CM209 (pHPC-700) i CM329 (pHPC3-700).

CM329 (pHPC3-700)

DO 600nm Unitats Hly DO 600nm Unitats Hly
2,27 108,44 2,18 0

2,25 134,96 2,35 0

2,43 148,76 2,31 0

2,44 267,21 2,05 61,95
2,47 289,47 1,8 137,92
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Figura 3.5.2 Immunodeteccié d'aerolisina a extractes intracel.lulars de les
soques CM209 (pHPC3-700) (A i B) i CM329 (pHPC3-700) (C i D).

ABCD
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3.5.3 Lasoca CM329 expressa I’hemolisina clonada al plasmid pANN202-

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

Com a caracteritzaciéo complementaria de la soca CM329, es va analitzar
també la produccié d’hemolisina d’E.coli codificada pel plasmid pANN202-312.
La transformacié de la soca CM329 lliure de DNA plasmidic amb el plasmid
PANNZ202-312 va produir transformants amb el fenotip hemolitic propi de la soca
Hha-2T (pANN202-312).

La valoracio en assajos liquids de l'activitat externa de I'hemolisina va
permetre confirmar que la soca CM329 mantenia I'efecte sobre I'expressio de
'hemolisina propi de la mutacié hha (Figura 3.5.3). Aquest fet es correlaciona
amb l'observacié ja esmentada de que la mutacié hap-9 no afecta de manera

significativa I'expressié de I'alfa-hemolisina d’'E.coli.
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Figura 3.5.3 Valoracié de I'activitat hemolitica externa corresponent a cultius

de les soques Hha-2T (pANN202-312), CM329 (pANN202-312) i CM209
(PANN202-312).
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4 Discussio



Discussio

Els experiments d’hibridacié de tipus "Southern” utilitzant sondes marcades
del gen hha, contra DNA cromosomic d'Escherichia coli, han possibilitat la
deteccié d’'un Unic senyal d’hibridacié. Tant la utilitzacié d’'una sonda de 300 pb,
corresponent especificament al gen hha, com la utilitzacié de sondes de 1,71 5,6
Kb, han proporcionat els mateixos resultats. Per tant, es pot afirmar que els
resultats obtinguts préviament en intentar transduir la mutacidé hha de la soca
Hha-3, seleccionant pel marcador de Tn5phoA (transposé amb el qual havia
estat obtinguda la mutacid), 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 seqiiencies repetides, al
menys pel que fa a distancies d'aproximadament 3 Kb des de cadascun dels
seus extrems. Per tant, la baixa frequiencia de ligament entre els dos marcadors
és probablement deguda a la transduccié de transposicions de Tn5 al genoma
del bacteriofag P1, fenomen que ja ha estat descrit anteriorment (Berg et al.,

1983).

Per hibridacié de tipus "Southern" es va intentar també inicialment la
detecci6 del gen hha a diferents espécies bacterianes de la familia
Enterobacteriaceae. Tan sols en el cas de la soca C3 de Klebsiella pneumoniae
es va detectar un senyal positiu. Aparentment, aquests resultats assenyalaven

una distribucido molt restringida del gen hha a diferents enterobactéries.

El descobriment de que la proteina YmoA de Yersinia enterocolitica
(Cornelis et al., 1991) presenta un grau d’homologia molt elevat amb la proteina
Hha d’E.coli, ens va induir a utilitzar les sondes del gen hha per tal d’intentar la
deteccio del gen ymoA mitjangant 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 enterobactéries suggerien
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que el gen hha és gairebé exclusiu d'E.coli, 'observacié de que, malgrat
I’homologia entre les proteines Hha i YmoA, no es detectin senyals d’hibridacié
entre les sondes del gen hha i el DNA cromosomic de diferents soques de Y.
enterocolitica, fa pensar que possiblement una proteina equivalent a Hha també
pot existir en altres enterobactéries, perd que la degeneracio del codi genetic pot
haver causat que la seqiiéncia de nuclettids dels gens que codifiquin per
aquestes proteines sigui prou diferent com per no donar résultats positius

d’hibridacié en les condicions d’astringéncia utilitzades.

A més a més, també es va tilitzar la técnica de la PCR per tal de
completar els estudis sobre la distribucié del gen hha a la familia
Enterobacteriaceae. La utilitzacié d’'uns "primers" especifics de la seqliiéncia del
gen hhatan sols va proporcionar I'amplificacié desitjada amb les diferents soques
d’E.coli 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 seqiieéncia de nucleotids dels gens hha i ymoA
és la responsable de que en experiéncies d’hibridacid no es detectin senyals, i
si que es pugui detectar amplificacié per PCR, ja que aquesta técnica requereix
menys regions d’elevada homologia. Es va decidir dissenyar uns "primers" del
gen ymoA que es corresponguessin amb les seqiiéncies de maxima homologia
de nucledtids entre el gen ymoA i el gen hha, amb la finalitat de disposar d’'un
sistema que permetés la deteccid d'ambdds gens. La utilitzacido d’aquests
"primers" només va donar amplificacié pel gen ymoA de Y.enterocolitica. Aquests
resultats permeten suposar que la familia de proteines representada per les
proteines Hha d'E.coli i YmoA de Y.enterocolitica esta segurament present a
moltes altres enterobactéries. Malgrat que no sigui possible detectar senyals

d’'hibridacié o d'amplificacid, sembla clar que aquest fet no implica
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necessariament que altres microorganismes no sintetitzin una proteina

equivalent.

L’intent d’obtenir la mutacié hha a la soca HB101 (pANN202-312), amb la
intencid de disposar d'una soca amb genotip recA portadora de la mutacio hha,
ha conduit a la caracteritzacié d'un interessant fenomen que fa referéncia a la
utilitzacié del transposé Tn5 com a element mutageénic: I'aparicié de clons no
productors d’hemolisina entre la descendéncia dels mutants hha que s’havien
obtingut per mutagénesi amb Tn&. Aquest fet ha portat a la caracteritzacié d’'un
fenomen de transposicié secundaria de Tn5 després de la seva insercio inicial
en el gen hha. Es important aqui recordar el fet de que, un cop insertat al
genoma bacteria, Tn§ és normalment estable, i que la seva utilitzacio com a
agent mutagénic a E.coli no ha conduit fins ara a la descripcio de fendomens de
transposicié secundaria (De Bruijn, 1987; De Bruijn i Lupski, 1984), a excepcio
d'un cas préviament publicat (Harayama et al., 1979). La inestabilitat de les
insercions de Tn5 en el gen hha seria la causa de I'aparicio de transposicions a
altres localitzacions. Les insercions del transposé en els gens hly del plasmid
pANN202-312 sén la causa de I'aparicié de clons no productors d’hemolisina.
L'analisi de la cinética de creixement demostra que aquests clons no productors
d’hemolisina creixen més rapidament que els mutants hha, fet que justificaria la
seva rapida aparicié. La hipotesi de que la inestabilitat de Tn5 en el gen hha
porta a la selecci6 de clons no productors d’hemolisina, suggereix que
transposicions des del gen hha a altres localitzacions cromosomiques també
serien positivament seleccionades, sempre i quan la transposicié secundaria
restaurés la funcié 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. Juarez, resultats no publicats).
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Pel que fa a la rad de la inestabilitat de Tn5 a mutants hha, és important
destacar que el superenrotllament del DNA afecta la transposicié de Tn5 (Isberg
i Syvaenen, 1985), i que la proteina Hha esta relacionada amb el grau de
superenrotilament del DNA (De la Cruz et al., 1992). Per tant, la inactivacié de
la proteina Hha podria ser la causa primaria de la inestabilitat de Tn5 en el gen
hha, degut a alteracions topolégiques en el DNA, seleccionant-se fendmens de
transposicié que presentin algun avantatge selectiu. Es també important destacar
el fet que la frequéncia d'obtencié de mutants hha en mutagenitzar ia soca
HB101, de 10, contrasta amb la baixa freqliéncia obtinguda en mutagenitzar la
soca 5K (de 5 x 10°; A. Juarez, comunicacié personal). Recentment ha estat
descrit que, en determinades circumstancies, la proteina RecA incrementa la
transposicié de Tn5 (Kuan et al.,, 1991). Com a hipotesi per explicar la baixa
frequéncia d'obtencié 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 recA", fet que conduiria a la rapida desaparicio de clons
amb fenotip Hily+++ (fenotip hemolitic dels mutants hha). Una certa inestabilitat,
perd en un fons genétic recA, possibilitaria que després de la mutagenesi es
detectessin clons Hly+++, ja que clons amb altres fenotips encara no haurien

desplagat a les cél.lules superproductores d’hemolisina.

En la recerca referent a I'expressio de proteines heterologues a E.colii la
problematica de la degradacio proteolitica de les proteines expressades, un dels
temes que encara no esta totalment resolt és el nimero de proteases
intracel.lulars d’E.coli que son responsables d'aquesta degradacio. Tot i que fa
ja alguns anys que es coneix que el producte del gen lon és una proteasa
intracel.lular implicada en els processos de degradacio de proteines "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'E.coli, en el cas que aquestes
mutacions no siguin letals per la cél.lula, ha estat sens dubte una de les
principals raons que ha contribuit a la manca d'informacié de la que actuaiment
es diposa sobre aquest tema. L'estratégia desenvolupada en aquest treball,
basada en la preparacio de microcultius, fraccionament cel.lular i analisi de la
degradacié proteclitica d'una proteina heterologa mitjangant técniques
d’electroforesi i immunodeteccid, s’ha mostrat valida per tal de realitzar un
"screening" rapid en la recerca de mutants amb alteracions en els processos
proteolitics 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 ia técnica posada a punt i no dedicar més esforgos
a la localitzacioé d'aquests mutants. Malgrat tot, és destacable el fet que es van
poder localitzar mutants que mostraven una activitat proteasica augmentada, fet

que demostra la validesa de I'estratégia utilitzada.

La recerca de mutacions que causin un increment de |'expressio de
proteines heterdlogues a E.coli ens ha conduit a la identificacié de dos gens,
anomenats hap-6 i hap-9, que estan implicats en la regulacié de I'expressio de
aerolisina d’Aeromonas hydrophila AH2 a E.coli. S’ha pogut demostrar que
ambdues mutacions, de localitzacié cromosomica, no corresponen a mutacions
en el gen hha, que a la seva vegada també modifica I'expressié d’aquesta toxina
a E.coli (Nieto et al., 1987). E! principal efecte que les dues mutacions van
presentar sobre I'expressié de I'aerolisina va ser I'alliberament al medi de cultiu
d’aquesta toxina que normalment s’acumula a I'espai periplasmatic quan és
expressada a E.coli (Chakraborty et al.,, 1986; Howard i Buckley, 1986). Aquest
alliberament al medi extern no es va poder considerar una auténtica secrecio, ja
gue en ambdds casos també es va detectar al medi extern la preséncia d'altres

proteines periplasmatiques d’E.coli, com la fosfatasa alcalina o la B-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 proteines periplasmatiques. A
més a mes de l'alliberament al medi extern d’'una part de I'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 sintesi de la toxina. La
caracteritzacio genética de les dues mutacions, que s’havien obtingut per insercié
del transposd Tn5, va mostrar que es tractava de mutacions que afectaven gens
diferents. En un cas la mutacié es va localitzar al minut 16,7 del cromosoma
d’E.coli (hap-9) i en I'altre a la regid situada entre els minuts 40 i 50 (hap-6). En
ambdds casos es va poder detectar un 100% de lligament entre la transduccio

del marcador de resisténcia del transposé (Km) i el fenotip Hap'.

El mapatge fi de la mutacié hap-9de la soca CM209 va perrhetre localitzar
la insercié de Tn5 al minut 16,7 del cromosoma d’E.coli, regié en la que també
es troben mapats els gens to/lQRAB. Les mutacions en aquest bloc de gens
causen tolerancia a les colicines del grup Ai a I'entrada de DNA de bacteriofags
filamentosos, a més de causar efectes pleotropics, entre els quals cal destacar
lalliberament de proteines periplasmatiques al medi extern (fenotip "leaky").
Tenint en compte que l'efecte de la mutacid hap-9 sobre l'expressié de
I'aerolisina és degut a una mutacié de tipus "leaky", va ser necessari comprovar
si aquesta mutacid corresponia a una mutacié en el bioc de gens to/lQRAB. Les
dades obtingudes sobre la tolerancia de la soca CM209 a les colicines, i
Fexpressio de I'aerolisina a soques amb mutacions tolA o tolB, suggereixen de
manera clara que la mutacié hap-9 és una mutacio tol. A més a més, el fet que
la soca CM209 sigui tolerant a la colicina E1, permet descartar la possibilitat que
la mutacié hap-9 sigui una mutacié en el gen tolB, ja que mutacions en aquest

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

insercio en el bloc tolQRA.

La hipotesi de que la soca CM209 conté una insercié en el bloc de gens
tolQRA esta també en concordancia amb el fet que la mutacié hap-9 és
pleotropica, ja que afecta I'expressio d'una endoglucanasa de Bacillus polymyxa.
En aquest cas, la mutacié hap-9 és responsable tant de I'alliberament al medi
extern d’'una fraccié de I'enzim acumulat al periplasma, com d'un moderat

augment en la seva sintesi.

E! mecanisme molecular pel qual les mutacions en els gens t0/QRAB
afecten el fenotip de cél.lules d’E.coli no esta encara totalment esbrinat. Ha estat
descrit que hi ha mutacions en els gens tol que mostren un fenotip "leaky",
allibérant diferents proteines periplasmatiques al medi extern (Fognini-Lefebvre
i Portalier, 1984; Lazzaroni i Portalier, 1981; Webster, 1991), perd el nombre de
proteines alliberades és diferent d'un mutant a l'altre. A més a més, s’ha
observat que mutacions independents dins el mateix cistrd poden conduir a
diferents efectes fenotipics (Fognini-_Lefebvre et al, 1987). Pel que fa a
'expressid de I'aerolisina d’A.hydrophila a E.coli, els resultats obtinguts en aquest
treball demostren que tant el mutant hap-9, obtingut per nosaltres, com mutants
tolA o tolB d’'E.coli, alliberen al medi extern una part de la toxina que s’acumula
al periplasma i causen un moderat increment de la seva sintesi. Aquests
resultats concorden amb altres préviament obtinguts en analitzar I'efecte de les
mutacions tol sobre 'expressié d’'una proteina periplasmatica d’'E.coli, l1a 8-
lactamasa. A més de causar l'alliberament al medi extern, també es va poder
detectar en aquest cas un moderat increment de la seva sintesi 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 o/l no només causen [lalliberament al medi de proteines
periplasmatiques, sin6 que també afecten la seva sintesi. Com a hipotesi per tal
d’'explicar aquest fet, es podria pensar que I'acumulacié d’'una proteina a I'espai
periplasmatic pot reprimir d’alguna manera la seva sintesi i, per tant, la reduccio
de la seva concentracié en aquest compartiment cel.lular podria causar un

moderat augment de la seva sintesi degut a que no es produeix la repressio.

Una caracteristica destacable de la mutacidé hap-9, és que afecta la
composicio proteica de la membrana externa. La presencia del plasmid pHPC3-
700 a la soca CM209 provoca importants variacions en el patro 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 plasmid. Aquest
fet suggereix que la sortida de laerolisina al medi extern interfereix amb la
incorporacio d'alguns components proteics a la membrana externa. L'analisi del
nivell al qual es bloqueja aquesta incorporacié pot ajudar a entendre millor els
mecanismes pels quals les proteines de membrana externa s’incorporen a
aquesta estructura. Pel que fa a I'abséncia de la proteina 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 mutacié que havien descrit, /kyB,
era diferent de mutacions en els gens tol, precisament degut a aquesta
observacio en els patrons de membrana externa. Posteriorment, perd, no es
troba en la bibliografia cap altre al.lusié a aquest efecte descrit. L'analisi conjunta
per SDS-PAGE de les proteines de membrana externa de les soques CM209
(hap-9), A592 (tolA) i A593 (tolB), va posar de manifest que, excepte pel que
respecta a una proteina d'aproximadament 24 kDa, la composicié proteica és la
mateixa, i la preséncia del plasmid pHPC3-700, que codifica per I'aerolisina,

provoca efectes equivalents. Aquest fet és especialment clar amb la soca A592.
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La manca observada per la proteina 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 composicié de la membrana externa, a que procedeixen d’'una soca

diferent d’E.coli, i la manca d’aquesta proteina deu ser especifica d’aquesta soca.

Una vegada caracteritzada la mutacié hap-9, va ser possible transduir-la
a la soca Hha-2 d’E.coli, obtenint-se d’aquesta manera la soca CM329, que
acumula les mutacions hha i hap-9 en el seu genoma. Aquest fet posa de
manifest, en primer lloc, que la combinacié de les dues mutacions en una
mateixa cél.lula no afecta la seva viabilitat. A més a més, I'analisi de la produccié
d’'aerolisina sobre plaques d’agar-sang va suggerir que la soca CM329 (pHPC3-
700) incrementava notablement aquesta produccié al medi extern respecte
cadascuna de les soques originals (Hha-2 i CM209). La quantificacié d’aquesta
produccid mitjangant la valoracid de lactivitat hemolitica al medi extern, va
permetre determinar que les soques CM209 (pHPC3-700) i CM329 (pHPC3-700)
segueixen cinétiques diferents pel que fa a la preséncia d'activitat hemolitica al
medi extern. Els valors d’aquesta activitat no reflecteixen la diferéncia que es pot
observar en la mida dels halos d’hemdlisi en plaques d’agar-sang. Es important,
pero, destacar que I'activitat hemolitica tan sols reflecteix 'aerolisina activa, i que
el medi on es desenvoliupa el cultiu, medi liquid 0 medi sdlid, podria tenir alguna
influencia sobre la sensibilitat o inactivacid d’aquesta toxina. Per una altra banda,
I'analisi per immunodeteccio de la produccio interna d’aerolisina suggereix que
la quantitat d'aquesta proteina és lleugerament superior als extractes de la soca

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

Es important assenyalar que la construccio de la soca CM329 demostra
que és possible combinar diferents mutacions per tal d'optimitzar I'expressio de

proteines heterdlogues clonades a E.coli. Malgrat tot, la utilitzacié d’'una soca
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d’aquestes caracteristiques amb la finalitat de produir proteines heterdlogues
implica necessariament diferents problemes, com per exemple la toxicitat que pot
produir a la cél.lula la sobreproduccio de determinades proteines. La utilitzacio
de vectors d’'expressié amb promotors induibles podria evitar part d'aquests
problemes, al poder-se induir la sintesi de la proteina d’interés 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 compartimentacio de la

proteina expressada i de I'estabilitat d’aquesta.
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Conclusions

Els experiments d’hibridacié de tipus "Southern" demostren que hi ha

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

La utilitzacié d’'una sonda del gen hha en experiments d'hibridacid de
tipus "Southern" ha possibilitat la deteccié d’homologies per aquest gen
al genoma de Klebsiella pneumoniae C3, perd no al d'altres

enterobacteéries.

La utilitzacié de la técnica de la PCR, utilitzant uns "primers" especifics
del gen hha, ha donat senyals d'amplificacié per totes les soques
d’'E.coli analitzades, excepte una. | tambeé per Klebsiella pneumoniae

C3 i per Yersinia enterocolitica Y754.

El fet que malgrat I'elevada homologia entre les proteines Hha d'E.coli
i YmoA de Y.enterocolitica no s’hagin pogut trobar senyals de deteccid
pel gen hha a la majoria de soques de Y.enterocolitica analitzades,
suggereix que la familia de proteines representada per les proteines
Hha i YmoA pot trobar-se ampliament extesa, malgrat no es

corresponguin amb una homologia de nucledtids.

Toti que és aéceptat que les insercions del transposé Tn5 al genoma
d’E.coli sén estables, les insercions d’aquest transposé en el gen hha
de la soca HB101 mostren una marcada inestabilitat. Un cop insertat
en el gen hha, s’han pogut detectar transposicions secundaries als

gens hly del plasmid pANN202-312.
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Conclusions

S’han pogut identificar dues mutacions, diferents d'hha, que
incrementen l'expressiéo de proteines heterdlogues a E.coli. S’ha
correlacionat una d’aquestes mutacions, hap-9, amb una insercié de

TnS en el bloc de gens to/lQRA. .

S’ha pogut comprovar que l'efecte de la mutacio hap-9 sobre
'expressi6 de laerolisina d'Aeromonas hydrophila implica un
alliberament al medi extern d’'una part del contingut intracel.lular, i un

moderat augment de la sintesi d’aquesta proteina.

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

I'expressio de I'aerolisina d’Aeromonas hydrophila és similar al causat

per la mutacié hap-9.

Quan, per efecte de mutacions de tipus "leaky", algunes proteines
periplasmatiques sén alliberades al medi extern, la seva sintesi

s'incrementa moderadament.

L'expressio de l'aerolisina a la soca CM209 (hap-9::Tnb) altera la

composicio proteica de la membrana externa.

S’ha construit una soca portadora de les mutacions hha i hap-9,
CM329, amb la finalitat d'optimitzar [I'expressié de proteines

heterblogues a E.coli.

L'analisi de I'expressid de 'aerolisina d’Aeromonas hydrophila a la soca
CMB329 suggereix que es produeix un moderat increment de I'expressio,

respecte la soca CM209.
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