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4. RESULTATS

41  ANALISI QUIMIC I ESTRUCTURAL DE LA REGIO DEL
NUCLI DEL LPS DE S. marcescens N28b

Com s’ha dit anteriorment a la seccio 2. Objectius, la caracteritzacié funcional dels gens
implicats en la biosintesi del nucli del LPS de S. marcescens N28b que no eren
compartits amb la resta d’enterobacteris requeria el coneixement previ de 1’estructura
quimica d’aquesta regid, que fins el moment, no era coneguda en cap de les soques de
S. marcescens. Estudis preliminars havien perd posat de manifest la preséncia de residus
de D,D-Hep (Wang et al., 1974) 1 d’acid galacturonic (GalA) (Radziejewska-Lebrecht
et al., 1990). Posteriorment, resultats de composicié quimica obtinguts en el nostre grup
de treball van determinar la preséncia d’aquests residus en el nucli de
S. marcescens N28b aixi com la preséncia de residus de PB-glucosa (B-Glc) i de
glucosamina (GlcN) 1 D’absencia de grups fosfats (Piqué, 2000). Aquestes dades
juntament amb les dades genéctiques (per exemple, la preséncia del gen waaFE) feien
pensar que el nucli del LPS de S. marcescens N28b podia tenir una estructura quimica
més proxima als nuclis del LPS de K. pneumoniae 1 Proteus spp. que no pas als de E.

colii Salmonella.

Per tot aix0, en primer lloc ens vam proposar estudiar I’estructura quimica del nucli del
LPS de S.marcescens N28b. La soca de S. marcescens N28b utilitzada en aquest treball
pertany al serovar O4. L’estructura quimica d’aquest antigen O4 és coneguda (Oxley i

Wilkinson, 1988) (veure seccio 1.2.5 L antigen O).

41.1 CARACTERITZACIO DEL LPS EXTRET

L’analisi de I’estructura del nucli del LPS de S. marcescens N28b O4 es va dur a terme
amb un mutant d’aquesta soca deficient en antigen O (N28b4), préviament obtingut en
el nostre grup d’investigacid (Saigi et al., 1999). El lipopolisacarid d’aquest mutant no
presenta antigen O degut a una doble mutacio en els gens wzm 1 wzt que impedeix
I’exportaci6 de I’antigen O complert al periplasma. La utilitzacio d’aquest mutant
deficient en antigen O enlloc de la soca salvatge permet augmentar la proporcié de
I’oligosacarid del nucli en el LPS extret i aixi facilitar 1’aillament d’aquesta regid i

I’obtencid en quantitats suficients per a dur a terme els estudis estructurals.
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Per a I’extraccid del LPS, la soca N28b4 es va fer créixer en 30 litres cultiu liquid TSB
a 37°C en les condicions descrites a la seccid 3.5.1 Obtencio del lipopolisacarid.
Després de més de 15 hores de cultiu, les cel-lules es van deshidratar seguint el
procediment descrit en la seccidé 3.5.7 i es van obtenir 44,6 g de pes sec. A partir
d’aquesta quantitat de cel-lules deshidratades es procedi a extraure el LPS pel metode de
PCP segons el procediment descrit a la seccio 3.5.1.3 Extraccio de LPS pel métode PCP
ja que és el metode més adequat per extraure LPS de tipus R, que no presenten antigen
O 1 per tant sébn més lipofils. Es varen obtenir 589 mg de LPS que representa un 1,3%

del pes total sec del bacteri.

En paral-lel, com a control es va extreure LPS de la soca salvatge de S. marcescens
N28b (N28b) a partir d’un cultiu liquid de 30 litres a 37°C. Com que aquesta soca
presenta un LPS de tipus S, I’extraccid del LPS es va realitzar pel metode de fenol-aigua
(veure seccio 3.5.1.2 Extraccio de LPS pel metode de fenol — aigua). S’obtingueren

450 mg de LPS que representa un 1,02% del pes total sec del bacteri.

En primer lloc, amb els LPSs extrets es va dur a terme un estudi del seu perfil electroforetic
a través de gels de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic (SDS-PAGE) al 15%
d’acrilamida, seguint el metode descrit a la seccid 3.5.2 Analisi del LPS per electroforesi en
gels de poliacrilamida. El perfil electroforétic obtingut per al LPS del mutant deficient en

antigen O (N28b4) i per al de la soca salvatge (N28b) es mostra a la Figura 4.1.

1 2

Figura 4.1. Perfil electroforetic en gels SDS-PAGE. Carril 1: N28b4; carril 2: N28b
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En aquests gel es va poder corroborar que el LPS extret corresponent a la soca salvatge
N28b presentava el patrd caracteristic d’escala que presenten els LPS de tipus S quan
s’analitzen per SDS-PAGE, on cada gra6 de I’escala representa una molecula de lipid
A- nucli substituida per una unitat O addicional i a on 1’espai entre els diferents graons
depen de la mida de la unitat O (Raetz 1 Whitfield, 2002). Com era d’esperar per un
LPS-R, el mutant deficient en antigen O no presentava el patré d’escala perd mantenia
la mateixa mobilitat electroforetica que la de la soca salvatge, ja que la regid lipid A —

nucli és la mateixa.

Posteriorment, es va realitzar una tincié del mateix gel SDS-PAGE amb blau de
Coomassie (veure seccid 3.5.2.4 Tincio dels gels) per a descartar la preséncia de
proteines contaminants a les mostres de LPS estudiades. Després de la solucid
destenyidora no van apare¢ixer bandes que poguessin correspondre a proteines, indicant

que les mostres de LPS extretes estaven lliures de proteines contaminants.

4.1.1.1 Analisi composicional

Es va determinar la composicio en sucres, fosfats i acids grassos dels LPSs extrets tant
de la soca salvatge N28b com del mutant deficient en antigen O (N28b4) per metodes
colorimetrics (per la determinacié de fosfats, Kdo, glucosamina) i per cromatografia de
gasos (per la determinacid de sucres neutres, acids uronics, acids grassos i Ko), descrits

a la secci6 3. Materials i metodes.

L’analisi de sucres i fosfats va revelar la preséncia de quantitats significatives de
glucosa (Glc), galacturonic (GalA), L,D-heptosa (L,D-Hep), D,D-heptosa (D,D-Hep),
glucosamina (GlcN), fosfats i Kdo en ambdues mostres analitzades (N28b i N28b4).
Com era d’esperar, els residus de ramnosa (Rha) només es van detectar a la mostra
N28b, ja que aquest monosacarid, juntament amb la glucosa, €s un constituent de les
subunitats de repeticio de ’antigen O4 de S. marcescens N28b, 1 per aixo no es detecta
en el mutant deficient en antigen O. A la Taula 4.1 es mostra la concentracié obtinguda

d’aquests components per a cada mostra analitzada.
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Taula 4.1. Composicio qualitativa 1 quantitativa en sucres (neutres, acids uronics,
glucosamina, Kdo) i fosfats del LPS sencer de la soca salvatge S. marcescens N28b i del
mutant deficient en antigen O (N28b4)

Concentracié nmols / mg LPS

Rha | Man | Glc | Gal | GalA? L,D-Hep D,D-Hep | GlcN Fosfat Kdo y
unida organic

N28b | 494 | 24 | 676 | >0 82 218 65 417 376 188

N28b4 | >0 80 | 616 | 70 71 620 190 609 426 224

a) El contingut en galacturonic correspon a la diferéncia del valor obtingut per la galactosa en la
determinacié d’acids uronics i sucres neutres. Aquest valor no representa el total de la mostra ja que hi
ha part del galacturonic que no es pot quantificar perque esta unit a una hexosamina per un enllag que
¢s resistent a les condicions d’hidrolisi utilitzades en la determinacio

b) Aquest valor correspon a GIcN total enlloc de GlcN unida (GleN total — lliure) perque la GIeN lliure
no es va poder determinar per excessiu error analitic

Abreviatures: Rha, ramnosa; Man, manosa; Glc, glucosa; Gal, galactosa; GalA, acid galacturonic; Hep,

heptosa; GIcN, glucosamina

Tal 1 com es pot observar a la Taula 4.1, el LPS d’ambdues mostres es caracteritza per
la preséncia de residus d’acid galacturonic i D,D-heptosa. D’altra banda, la concentraci6
de fosfat organic €s inclus més baixa que la de la glucosamina, fet que pot indicar que
aquest fosfat esta unit a la glucosamina del lipid A i per tant, no hi hauria residus de
fosfat a la fraccid polisacaridica. Aquestes dades preliminars concorden amb els
resultats de composicid obtinguts préviament en el nostre grup d’investigaci6 1 també
amb la nostra hipotesi de que el nucli del LPS de S. marcescens sigui més similar al de

Klebsiella pneumoniae que al de E. coli o Salmonella.

Durant 1’analisi per cromatografia de gasos d’aquestes mostres per a la determinacid
d’acids urdnics es va detectar I’aparicié d’un nou pic amb un temps de retencio de 47,6
minuts (150°C 3°, 3°C/min, 300°C 5°) que va fer sospitar la preséncia d’un disacarid
compost d’una hexosamina amb un acid galacturonic (HexNAc-O-Gal(D,)ol). Es
coneix que les condicions habituals d’hidrolisi utilitzades per a la determinacid d’acids
urdnics no son capaces d’hidrolitzar I’enllag entre un residu d’hexosamina que pot haver
en ’oligosacarid del nucli o polisacarid O i un acid galacturonic i per tant, apareix en el
cromatograma un nou pic, corresponent al disacarid, amb un temps de retencié més
elevat. Per a corroborar-ho, les mostres derivatitzades a alditol derivats es van analitzar
per cromatografia de gasos acoblada a masses (GC-MS) en les mateixes condicions
cromatografiques anteriors. Amb aquest analisi es va poder corroborar que 1’espectre de

masses obtingut per a aquest nou pic corresponia a un disacarid de HexNAc-O-
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Gal(D;)ol. Al mateix temps, aquest analisi va permetre corroborar la preséncia d’acid
galacturonic a ambdues mostres, ja que I’espectre de masses obtingut corresponia al de
la galactosa amb la diferéncia que els pics apareixien com a doblets per la presencia
dels 2 deuteronomis incorporats la mostra. Cal tenir en compte que 1’existéncia d’aquest
disacarid HexNAc-O-Gal(D;)ol comporta una determinacié erronia (per sota del valor
real) del contingut en acid galacturonic de les mostres, ja que part de 1’acid galacturonic
no apareix en el temps de retenci6 de la galactosa sind en un de posterior que correspon

al del disacarid.

També es va analitzar la preséncia de residus d’acid D-glicero-D-talo-oct-2-ulosonic
(Ko) pel metode descrit a la seccio 3.5.4.3Determinacio de [’acid D-glicero-D-talo-oct-
2-ulosonic (Ko). Tant en la mostra de LPS de la soca salvatge N28b com la del mutant
deficient en antigen O (N28b4) es detecta per cromatografia de gasos un pic nou molt
petit que pel temps de retencio podia correspondre al del Ko. Ambdues mostres es van
injectar a GC-MS on es va poder confirmar que I’espectre de masses obtingut per al nou
pic corresponia a Ko en quantitats molt baixes. A més, GC-MS va permetre confirmar
la presencia de Kdo en les dues mostres, detectada préviament per metodes
colorimetrics 1 a més, en la mostra N28b4 es va identificar un pic nou que es

corresponia amb una estructura tipus Ko-O-Kdo.

Com exemple, a la Figura 4.2 es mostra I’espectre de masses obtingut per al pic a
t: 19,52 min que correspon al derivat acetilat del carboximetil metil ¢ster del Kdo
present a la mostra N28b. El fragment d’i6 més abundant en el rang dels pesos
moleculars elevats €s un 16 de m/z = 375, que es forma per trencament del grup
carboximetil ester (COOCH3. 59 Da) de la molecula sencera (M= 434Da). El trencament

del grup metoxi OCHj; forma en canvi un 16 de m/z =403.

A la Figura 4.3 es mostra I’espectre de masses obtingut per al pic t, 37,68 min que
correspon a una estructura tipus Ko-O-Kdo en 1’analisi de la mostra de LPS de N28b4
derivatitzada per tractament de metanolisi 1 peracetilacio. La fragmentacido d’una
estructura tipus Ko-O-Kdo déna lloc a un 16 de m/z =461 que correspon al derivat del
Ko i aun de m/z =375 que correspon al derivat de Kdo. D’altra banda, el pes molecular
de I’estructura sencera ¢€s de 852Da, que per la perdua d’un grup carboximetil ester déna

lloc a un 16 de m/z =793, que també¢ apareix en ’espectre de masses.
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Figura 4.2. Cromatograma de GC-MS de la mostra de LPS de N28b metanolitzada i
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La caracteritzacio de les dues mostres de LPS sencer estudiades (N28b i N28b4) es va
completar amb la determinacié de la composicié qualitativa i quantitativa en acids
grassos del lipid A per cromatografia de gasos, segons el metode descrit en la seccio
3.5.4.4 Determinacio d’acids grassos. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 4.2.
Tal 1 com es pot observar, la composicio qualitativa d’ambdues mostres és la mateixa:
’acid gras majoritari és el 3-hidroximiristat (3 OH — 14:0), com correspon a la majoria
de lipids A i també es detecta la preséncia tant de lauric (12:0) com miristic (14:0), que
en el cas dels lipids de E. coli i S. enterica esterifiquen els grups hidroxils dels 3-
hidroximiristat que ocupen les posicions 2’ i 3°, respectivament, del disacarid de
glucosamina. Els resultats obtinguts per les mostres de LPS estudiades son compatibles
amb una estructura estandard de lipid A similar a la de E. coli. La presencia de la resta
d’acids grassos identificats (2 OH-14:0 i 16:0) es podria explicar per modificacions
posteriors a I’estructura del lipid A, que en alguns casos es produeix en resposta a certs

estimuls ambientals (veure secciod 1.2.3 El lipid A).

Taula 4.2. Composicio en acids grassos de les mostres de LPS de N28b i N28b4

Concentracié nmols / mg LPS

12:0 14:0 | 20H-14:0 | 30H-14:0 16:0 18:1 18:0
N28b 17 87 135 568 77 >0 -
N28b4 13 94 311 936 142 >0 -

4.1.2 SEPARACIO I AILLAMENT DE LES DIFERENTS FRACCIONS DEL
LPS EXTRET

El primer pas per a I’estudi de la regi6 del nucli del LPS correspon a la separacid de la
regio polisacaridica (regi6 del nucli + polisacarid O) del lipid A, que es pot dur a terme
principalment per dues tecniques d’hidrolisi: tractament amb hidrazina (hidrazinolisi) o

tractament amb acid acétic.

La hidrazinolisi és sovint el metode d’eleccid per a la separacio de la fraccid
polisacaridica perque permet obtenir la fraccid polisacaridica sencera, incloent el
disacarid de glucosamina del lipid A (veure Figura 4.4), pero esta desaconsellada si se
sospita de la preséncia d’acids uronics substituits en posicié C-4. El tractament amb

hidrazina provoca una O-deacilacié del LPS trencant els enllagos ester entre el disacarid
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de glucosamina 1 els acids grassos del lipid A, ja que aquest compost és un potent
nucleofil capa¢ d’atacar aquests enllagos ester. Seguidament, es fa un tractament
d’hidrolisi basica amb KOH en calent (120°C durant 16h) per N-deacilar el LPS
O-deacilat, que resulta en la hidrolisi dels enllagos amida que uneixen els residus acil al
disacarid de glucosamina. El problema €s que aquest tractament provoca un procés de
B-eliminacid en preséncia d’acids uronics substituits en posicid C-4, introduint un doble
enllag entre el carboni 4 1 el carboni 5 1 donant lloc a un residu threo-hex-4-
enuronopiranosil (Frirdich ez al., 2004). Aixo resulta en el trencament de 1’oligosacarid i

la pérdua dels residus units en posicié C-4 de 1’acid galacturonic.

......

d’acid galacturonic. Per tal d’evitar qualsevol problema de B-eliminacié i la conseqiient
ruptura de 1’oligosacarid del nucli es va optar per una hidrolisi suau amb acid acétic al
1%. Aquest tractament permet separar el lipid A (grups acil + disacarid de glucosamina)
de la fraccid polisacaridica a través de la ruptura de 1’enllag¢ entre la molecula de Kdo i
el grup OH de la posicié 6’ del disacarid de glucosamina (veure Figura 4.4). Aquest

tractament perd també pot trencar 1’enllag entre dues molecules de Kdo.

HO
Acid acétic 1%

Hidrazina+ KOH ————» -60 [0} "

Figura 4.4. Efectes del tractament amb acid acétic o hidrazina + hidroxid potassic
(KOH) sobre la regio6 del nucli del LPS i el lipid A

Per simplificar I’esquema es mostra només 1’estructura corresponent a un lipidA — Kdo. En un cercle lila
es mostra el lloc d’uni6 del primer residu d’heptosa a partir del qual s’estén 1’oligosacarid del nucli. La
linia verda simula la ruptura de I’enllag després de la hidrolisi amb acid acétic 1%. La linia vermella
mostra els enllagos hidrolitzats per tractament amb hidrazina mentre que la linia blava indica els enllagos
hidrolitzats per tractament amb KOH en calent
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Com s’ha dit anteriorment, I’estudi de I’estructura quimica del nucli del LPS de
S. marcescens N28b es va realitzar amb el mutant derivat de la soca salvatge que no
presenta antigen O (N28b4). Aixi, per tal de separar la regi6 polisacaridica del lipid A,
en primer lloc, es va dur a terme una hidrolisi a petita escala amb 30 mg del LPS de la
mostra N28b4 a les seglients condicions d’hidrolisi: 90 minuts 100°C, seguint el
procediment descrit a la seccid 3.5.5.1 Hidrolisi amb acid acétic. Després de
I’ultracentrifugacid, es liofilitzd el sobrenedant, que correspon a la fraccid
polisacaridica. El sediment obtingut (13,5 mg) correspon al lipid A. Seguidament, tot el
sobrenedant (13,5 mg) es dissolgué en 2 ml de tamp¢ acetat de piridina i s’aplica a una
columna Sephadex G-50 (veure seccid 3.5.5.2.1 Cromatografia per gel-filtracio) per tal
de separar 1 aillar la fraccid corresponent a la regié del nucli del LPS. A la Figura 4.5 es
mostra el cromatograma obtingut per aquesta mostra, on es va posar de manifest la
presencia de tres pics, que es varen anomenar N28b4-A, N28b4-B i N28b4-C. Els tres
pics varen donar resultats positius en cromatografia en capa fina, indicant la preseéncia
de sucres (veure seccid 3.5.6 Cromatografia en capa fina). Les fraccions positives
corresponents a cadascun dels pics s’ajuntaren i es liofilitzaren per congixer el pes de

cada fraccid. El pic corresponent a la fraccié N28b4-B fou el majoritari.

Un cop es va comprovar que les condicions d’hidrolisi i de separacié en la columna
Sephadex G-50 eren adequades per aquesta mostra, es va dur a terme de nou una
hidrolisi amb acid acétic en les mateixes condicions perd a més gran escala.
Concretament, es va partir de 200 mg de LPS de la mostra N28b4 i es van obtenir
88 mg (44%) de lipid A (sediment) i 88 mg (44%) de fraccid polisacaridica, que
representa una proporcid molt similar de lipid A 1 fraccid polisacaridica de la que
s’obtingué a petita escala. Seguidament, el sobrenedant obtingut (88 mg) es dissolgué
en 10 ml de tampo acetat de piridina i s’aplica a la columna de Sephadex G-50 en dues
parts per tal d’evitar la saturacié de la columna. S’obtingué el mateix cromatograma
amb tres pics (veure Figura 4.5) corresponents a les fraccions N28b4-A, N28b4-B i
N28b4-C. Les fraccions positives corresponents a cadascun dels pics s’ajuntaren i es
liofilitzaren per coneixer el pes de cada fraccid. Les quantitats obtingudes per a

cadascuna d’aquestes fraccions s’indiquen a la Taula 4.3.
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N28b4-B

N28b4-C

N28b4-A

Figura 4.5. Cromatograma obtingut per cromatografia de gel-filtracié en columna
Sephadex G-50 després de la hidrolisi amb acétic del LPS del mutant N28b4

Taula 4.3. Quantitats obtingudes de cada fraccio després de la hidrolisi amb acid acetic
1 separacid en la columna Sephadex G-50 de 200 mg de LPS del mutant N28b4

Fraccio Quantitat

Lipid A (sediment) 88 mg (44%)

Fracci6 polisacaridica (sobrenedant) 88 mg (44%)
N28b4-A 3 mg
N28b4-B 70 mg
N28b4-C 14 mg

4.1.2.1 Caracteritzacio de les diferents fraccions

La tecnica de gel-filtracio permet separar les molecules en solucié en funcio de la seva
mida forgant el seu pas a través d’un gel dins d’una columna. Les molecules de mida
més gran elueixen primer, ja que degut a la seva mida no poden entrar dins els porus del
gel. En canvi, les molécules més petites triguen més a eluir ja que poden difondre cap a

I’interior dels porus de la matriu 1 per tant, queden retingudes més temps.

Habitualment, en els LPSs de tipus S, la separacio per cromatografia gel-filtracio en la
columna Sephadex G-50 doéna lloc a I’aparicio de tres pics cromatografics: un primer

pic conté la fraccid polisacaridica de més alt pes molecular, que sol correspondre a la
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regio del nucli unit a ’antigen O; una segona fraccidé conté 1’ oligosacarid del nucli i;
I’tltima fraccid correspon a monosacarids, disacarids i altres productes de degradacio

procedents de la hidrolisi dels compostos sacaridics.

La mostra de LPS que vam analitzar (N28b4) provenia d’un mutant derivat de
S. marcescens 28b que no té polisacarid O, 1 per tant, es va pensar que el pic N28b4-B,
que ¢s d’altra banda el majoritari, havia de correspondre a la fraccié de 1’oligosacarid
del nucli del LPS, i era per tant la fraccid que tenia interes per nosaltres. D’altra banda,
la fracci6 N28b4-A era molt minoritaria mentre que la fraccid N28b4-C havia de

correspondre a productes d’hidrolisi.

Per tal de descartar la fraccid N28b4-C, es van injectar 50 ug d’aquesta fraccid a una
columna d’intercanvi ionic d’alta resolucid HPAEC en condicions alcalines (veure seccid
3.5.5.2.2 Cromatografia d’intercanvi ionic d’alta resolucio (HPAEC)) aplicant el seglient
gradient de I’eluent 1M NaAc en 0,1M NaOH: 5% d’eluent durant 5 minuts, gradient de
5% a 60% fins al minut 60 1 100% d’eluent durant 5 min. Tal i com es pot observar en la
Figura 4.6, en les condicions estandard provades, només van aparcixer dos pics que van
eluir molt rapidament, la qual cosa indicava la preseéncia en aquesta fraccido de sucres
hidrolitzats com monosacarids o disacarids 1 no pas d’oligosacarids o polisacarids, i per
tant, aquesta fraccio es va deixar d’estudiar. En contraposicid, quan es van injectar 40 pg
de la fraccio N28b4-B en la mateixa columna en les mateixes condicions analitiques, van
apareixer mes pics a temps de retencido molt més elevats (veure Figura 4.6), que és senyal

de la presencia d’oligosacarids i no de sucres hidrolitzats.

Es va també determinar la composicio en sucres de la fraccid N28b4-B pels meétodes
descrits a la seccio 3. Materials i metodes. Els resultats obtinguts, que es mostren a la
Taula 4.4, van posar de manifest que aquesta fraccid corresponia a la regié del nucli del
LPS, ja que s’hi va detectar la preséncia de quantitats significatives de L,D-Hep,
D,D-Hep i Kdo, que séon monosacarids caracteristics de la regié del nucli. Com a
comprovacid, també es va dur a terme 1’analisi de sucres neutres de la fraccié N28b4-A
(veure Taula 4.4). En aquest cas es va detectar una molt baixa proporcio de L,D-Hep en
comparacié amb quantitats forca elevades de glucosa i1 galactosa, que podien indicar una
barreja de polisacarids procedents de la capsula o d’altres exopolisacarids i per tant,

aquesta fraccid es va deixar d’estudiar.
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Figura 4.6. Cromatogrames obtinguts per cromatografia d’intercanvi ionic HPAEC
realitzats sobre les fraccions N28b4-C (I) i N28b4-B (II) en condicions alcalines
Gradient: 5% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 5 min., de 5% fins a 60% fins el minut 60, seguit de
100% durant 5 min

Nota: en ambdods cromatogrames es mostra Unicament la regid on van apar¢ixer els pics. Més enlla dels
temps de retencio mostrats no hi va eluir cap analit

Taula 4.4. Composicio en sucres de les fraccions N28b4-A 1 N28b4-B

Concentracio nmols / mg fraccio

Glc Gal GalA L,D-Hep D,D-Hep Kdo yq
N28b4-A 1129 1136 N.A. 130 33 N.A.
N28b4-B 400 N.D. 30 233 78 174

N.A.: no analitzat
N.D.: no detectat
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4.1.3 AILLAMENT I PURIFICACIO DELS DIFERENTS OLIGOSACARIDS
DEL NUCLI DEL LPS

Com ja s’ha dit anteriorment a la seccid 1.2.4 El nucli del lipopolisacarid, la regio del
nucli del LPS presenta cert grau d’heterogeneitat com a conseqii¢ncia de la preséncia de
substituents no-estequiometrics 1 d’altres modificacions estructurals de 1’oligosacarid

predominant, que dificulten ’analisi estructural.

Per a comprovar el grau d’heterogeneitat de la regié del nucli del LPS, la fraccio
N28b4-B es va analitzar per cromatografia d’intercanvi anionic d’alta resolucid
(HPAEC) acoblada a un detector amperomeétric de pulsacio (PAD). Aquesta técnica
cromatografica esta optimitzada per a la separacié de monosacarids i oligosacarids amb
diferencies estructurals minimes sense necessitat de derivatitzar préviament i presenta
una elevada sensibilitat (deteccid a nivells de picomols). A la seccio 3.5.5.2.2
Cromatografia d’intercanvi ionic d’alta resolucio (HPAEC) s’inclou una descripcio

més detallada d’aquesta tecnica.

En primer lloc, es van injectar 15 - 40 pg de la fraccid6 N28b4-B tant en condicions
neutres com en condicions alcalines a la corresponent columna analitica (4 x 250 mm,
Dionex Corp.) 1 es van provar diferents gradients dels eluents corresponents per tal
d’optimitzar la separacidé dels pics. Finalment, es van elegir les condicions alcalines
perque foren les que van permetre obtenir millor separaci6 dels pics i aix0 s’aconsegui
amb un gradient lineal de 15% a 40% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 70 minuts i a
un flux de 1 ml/min. Tot i que en condicions alcalines fortes hi ha cert risc de patir
reaccions de degradacid, es va valorar el risc com a baix ja que el procés cromatografic

¢és curt i a més, aquest tipus de reaccions no es produeixen a temperatura ambient.

A la Figura 4.7 es mostra el cromatograma obtingut per a la separacié de la mostra
N28b4-B per cromatografia d’intercanvi idonic HPAEC en condicions analitiques. En el
cromatograma es poden observar varis pics, que indica la preséncia d’una mescla

complexa d’oligosacarids que composen la regid del nucli del LPS.

Per tal d’aillar i purificar cadascun dels oligosacarids del cromatograma, es van aplicar

45 mg de la fraccié N28b4-B en dos cops (30 + 15 mg) a una columna semipreparativa
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(9 x 250 mm, Dionex Corp.) en les mateixes condicions analitiques anteriors (gradient
lineal de 15% a 40% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 70 minuts) a un flux de
4 ml/min. Per tal d’evitar interferéncies en la separacio dels pics, préviament a I’injeccid
de la mostra N28b4-B en la columna, es van fer tres cicles addicionals de liofilitzacid a
fi d’eliminar els residus d’acetat de piridina. Per a comprovar la bona separaci6 dels
pics, les fraccions obtingudes durant la separacié en la columna preparativa es van
reinjectar en la columna analitica en les mateixes condicions de gradient. Es va posar de
manifest que tnicament s’havien pogut aillar els oligosacarids 1 1 2 (veure Figura 4.7)
mentre que els pics que tenien temps de retencid anteriors (inferiors als 50 minuts) no

s’havien pogut separar en la columna semipreparativa.
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Figura 4.7. Cromatograma obtingut durant la separacido de la mostra N28b4-B per
HPAEC en una columna 4 x 250 mm en condicions alcalines amb un gradient de lineal
de 15% a 40% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 70 minuts i a un flux 1 ml/min

Una columna analitica té una capacitat superior de resolucid i separacié dels pics que
I’equivalent columna semipreparativa. A fi d’intentar aillar els pics de la primera regid
que se separaven en condicions analitiques perd que no vam ser capagos d’aillar en la
columna semipreparativa, es va reinjectar la primera fraccié en la columna analitica. Per

aixd, en primer lloc, es varen recollir les fraccions obtingudes en condicions
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semipreparatives corresponents a la primera regioé del cromatograma i es van purificar
per gel-filtracié en una columna Sephadex G-10 (veure seccid 3.5.5.2.1 Cromatografia
per gel-filtracio) per tal d’eliminar el contingut en sals que es forma durant la
cromatografia HPAEC. Un cop desalinitzades i liofilitzades, es van ajuntar totes les
fraccions (9,36 mg), es prepara una solucié de 10 mg/ml en aigua bidestil-lada 1
s’injecta tota la mostra manualment en la columna analitica amb el mateix gradient
anterior a un flux de 1 ml/min. La mostra s’injecta en volums equivalents a 1 mg de
mostra, que ¢s el maxim que es pot analitzar a través de la columna analitica. Tot i que
en el cromatograma s’aprecia la separacid dels tres pics majoritaris de la primera regiod
(veure Figura 4.7), quan es recromatografiaren aliquotes de les fraccions corresponents
a cadascun dels pics es va poder observar que Unicament s’havia pogut separar el pic
amb temps de retencid 22,50 min (oligosacarid 3) mentre que la resta de pics apareixien

en realitat com a mescles de compostos.

En resum, les diferents cromatografies HPAEC sobre la mostra N28b4-B van permetre
separar i purificar tres oligosacarids de la mescla complexa d’oligosacarids del nucli del
LPS que es posa de manifest en I’analisi inicial per cromatografia HPAEC en
condicions analitiques (veure Figura 4.7). Cadascun dels tres oligosacarids obtinguts es
van purificar per gel-filtracié en una columna Sephadex G-10 (veure seccid 3.5.5.2.1
Cromatografia per gel-filtracio) per tal d’eliminar el contingut en sals. Les quantitats
obtingudes per cadascun d’aquests oligosacarids es mostren a la Taula 4.5. Abans de
realitzar els experiments de ressonancia magnetica nuclear (RMN), es va comprovar la
puresa de cadascun d’aquests pics recromatografiant per HPAEC en les mateixes
condicions analitiques anteriors una petita aliquota de cadascun dels oligosacarids. Per
aixd, de cada oligosacarid es prepara una solucié de 5 mg/ml en aigua deuterada i a
partir d’aquesta es prepara una solucié de 1 mg/ml en aigua bidestil-lada per a injectar

en HPAEC uns 5 pg.

Taula 4.5. Quantitats obtingudes pels oligosacarids purificats de la regi6 del nucli del LPS

Quantitat (mg)
Oligosacarid 1 5,6
Oligosacarid 2 2,2
Oligosacarid 3 1,5
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DETERMINACIO DE LA COMPOSICIO EN SUCRES DELS
OLIGOSACARIDS DEL NUCLI DEL LPS

4.1.4

Es va determinar per cromatografia de gasos la composicié en sucres neutres i acids
uronics dels oligosacarids aillats de la regio del nucli del LPS. També es va determinar
la concentracié de glucosamina per reaccié colorimetrica mentre que la concentracié de
Kdo tnicament es va poder estudiar en 1’oligosacarid 1 degut a la poca quantitat de
mostra disponible dels altres oligosacarids. Les concentracions obtingudes es mostren a

la Taula 4.6.

Taula 4.6. Composicid en sucres neutres, acids uronics, glucosamina i1 Kdo dels
oligosacarids purificats de la regi6 del nucli del LPS de N28b4

Concentracié nmols / mg oligosacarid
Gle Gal GalA L,D-Hep | D,D-Hep GlcN Kdo ya
Oligosacarid 1 607 29 46 585 175 338 N.D.
Oligosacarid 2 231 19 86 110 12 250 N.A.
Oligosacarid 3 1448 N.D. 153 1544 552 452 N.A.

N.D.: no detectat; N.A.: no analitzat

Tal 1 com es pot observar a la Taula 4.6, tots els oligosacarids presenten residus de
glucosa, glucosamina, acid galacturonic, L,D-heptosa i D,D-heptosa, encara que en
I’oligosacarid 2 tan sols hi ha traces d’aquest ultim. En els oligosacarids 1 i 2 tamb¢ hi
ha traces de galactosa. Respecte a la concentracid de galacturonic present a la mostra,
cal tenir en compte que en les determinacions realitzades sobre el LPS sencer (veure
seccio 4.1.1 Caracteritzacio del LPS extret) es va confirmar per cromatografia de gasos
acoblada a espectrometria de masses la preséncia d’un disacarid de glucosamina i acid
galacturonic. La baixa concentracio d’acid galacturonic en els tres oligosacarids podria
ser deguda a la presencia d’aquest disacarid que no s’hidrolitzaria en les condicions
utilitzades per a I’analisi de sucres per cromatografia de gasos. Aix0 conduiria a una

determinacid d’acid galacturonic per sota del valor real.
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4.1.5 ANALISI PER RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Per tal d’elucidar I’estructura quimica dels oligosacarids purs derivats de la regié del
nucli del LPS del mutant deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4) es van
realitzar experiments de ressonancia magnética nuclear de proté (‘H-RMN) i de carboni

13 ("C-RMN).

En primer lloc, es van dur a terme els experiments de "H-RMN d’una sola dimensio
amb els tres oligosacarids purs. Aquests van permetre establir el nimero de residus
monosacaridics que contenia cada oligosacarid analitzat a partir de la identificaci6 dels
desplacaments quimics dels hidrogens dels carbonis anomerics. Aquests donen senyals
caracteristics a la zona de 1’espectre compresa entre 4,3 1 5,9 ppm a diferéncia de la
resta de protons que majoritariament ressonen en la regié compresa entre 3,0 1 4,2 ppm,
donant lloc a la superposicié de senyals. Els espectres de 'H-RMN també van donar
informaci6 sobre la preseéncia de residus B-glicosidics, ja que els protons B-anomerics
apareixen com a doblets a la regid entre 4,4 1 4,8 ppm amb constants d’acoblament (J3)
entre 719 Hz en el cas de la B-glucosa, degut a una disposici6 trans diaxial. En
contraposicid, els protons a-anomerics apareixen com a doblets a la regié compresa
entre 4,8 1 5,9 ppm amb constants d’acoblament (J,3) entre 1 1 4 Hz, que corresponen a
una disposici6 axial-equatorial o bé equatorial-equatorial. D’altra banda, les constants
d’acoblament també proporcionen informacid sobre la configuracio estereoquimica dels
diferents sucres. Aixi, la configuracié manno es caracteritza per constants d’acoblament
(J23) molt baixes (al voltant de 1-2 Hz) mentre que la configuracié gluco presenta
constants d’acoblaments més altes (>2 Hz). La informacié que es pot extraure dels
espectres de 'H-RMN també és important per decidir quines sén les fraccions més
interessants d’estudiar amb més profunditat, que en el nostre cas, va ser 1’oligosacarid 3,

ja que era el més complert.

Els oligosacarids 1 i 3 es van també analitzar per *C-RMN i els espectres obtinguts van
permetre identificar els C anomeérics, que ressonen en la regido compresa entre 90 i
110 ppm. Per tant, la informacié provinent dels desplagaments quimics en prot6 i °C es
complementa alhora de determinar el nombre de monosacarids que constitueixen un

oligosacarid.
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També es van realitzar diversos experiments de RMN en dues dimensions tant
homonuclears com COSY COrrelated SpectroscopY), TOCSY (TOtal Correlated
SpectroscopY), DQF-COSY (Double-Quantum Filtered COSY), NOESY (Nuclear
Overhauser Enhancement SpectroscopY) i1 ROESY (Rotating-frame Overhauser
Enhancement SpectroscopY) com experiments heteronuclears 'H, *C com HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Coherence) o HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) 1 la versi6 optimitzada HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence).
Aixi, els experiments de COSY complementats amb els de TOCSY van permetre
identificar els diferents protons que pertanyen a una mateixa unitat spin (un mateix residu)
1 el seu ordre dins cada residu 1 per tant, conduiren a la identificacio dels monosacarids
presents. Els experiments de NOESY 1 ROESY van permetre determinar la seqiiéncia dels
diferents residus i juntament amb els desplacaments quimics de "°C i els resultats dels
experiments de HMBC / HMQC / HSQC es va poder determinar els punts i posicions

d’unio entre els diferents residus.

A continuacio, es resumeixen els estudis de RMN conduits amb cada fraccié 1 que van

permetre 1’elucidacié de I’estructura del nucli del LPS de S. marcescens N28b.

4.1.5.1 Analisi de I’oligosacarid 1

L’estructura de ’oligosacarid 1 pur es va caracteritzar per espectroscopia de "H-RMN
i BC-RMN. L’espectre de 'H-RMN realitzat a 600 MHz va posar de manifest
I’existéncia de nou senyals en la regi6 anomerica (Figura 4.8), que es van identificar
com els segiients residus: 4 heptoses, 3 hexoses, 1 hexosamina 1 1 acid hexosuronic
(veure Taula 4.7). La identificacid de cada residu va ser possible gracies als
experiments de 'H-RMN en dues dimensions 'H-COSY i TOCSY i als experiments
heteronuclears de 'H-">C HMQC (veure Taula 4.7). Els residus d’hexosa I i J (veure
Figura 4.8) presentaven desplagaments quimics de 4,52 1 4,48 ppm, respectivament,
que son caracteristics de protons B-anomerics 1 aix0 va permetre determinar la
configuracié B-gluco per aquests dos residus d’hexosa. A més, la constant
d’acoblament J,3 de 8 Hz per al residu J corrobora la identificacié d’aquest residu
com una B-glucosa. En contraposicio, el tercer residu d’hexosa (residu A, veure Figura
4.8) 1 el residu d’hexosamina (residu F, veure Figura 4.8) es van identificar com a-

gluco residus. La configuracid de 1’acid hexosuronic (residu B) es va establir com a-
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galacto mentre que pels quatre residus d’heptosa (residus C, D, E 1 G) es va
determinar la configuracié a-manno en funcié de les baixes constants d’acoblament
Jo3 proximes a 1 Hz que presentaven. D’altra banda, en aquest oligosacarid 1 no es
van observar cap dels senyals caracteristics de 1’hidrogen axial i equatorial del carboni
3 del residu de Kdo, que apareixen aproximadament a la regié de 2 ppm. Suposant que
hi estigués present un residu de Kdo, I’oligosacarid 1 correspondria a un decasacarid,

on tots els residus serien piranoses.

- T T T T T T )
pom 5.5 5.0
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Figura 4.8. Espectre de 'H-RMN de I’oligosacarid 1 derivat del LPS del mutant
deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)

Les lletres es corresponen als residus monosacaridics indicats a la Figura 4.9 i indiquen el protd anomeric
de cada residu

Els desplagaments quimics de >C-RMN es van assignar a través dels experiments de
HMQC basant-se en 1’espectre de protd interpretat. Aquests experiments permeten
correlacionar els hidrogens amb els carbonis d’un mateix residu monosacaridic.
Mitjancant aquest analisi es va poder identificar nou senyals anomeriques (veure Taula
4.7) en Iespectre de *C-RMN, amb concordanga amb el nombre de residus identificats
per "H-RMN. En canvi, no es va poder identificar cap senyal que pogués correspondre
al carboni anomeric o al carboni en posicid 3 d’un residu de Kdo. D’altra banda, es va
observar la preséncia de senyals de *C-RMN amb desplagaments quimics a camps més
baixos dels valors estandards, que van indicar la preseéncia de substitucions en les
segiients posicions (veure Taula 4.7): O-6 (del residu A), O-4 (del residu F), O-3 (del
residu D), O-2 (del residu E), O-3 1 O-4 (del residu C) 1 O-2 1 O-4 (del residu B). Per als
residus G, I 1 J no es van observar senyals amb desplacaments quimics a camps més
baixos respecte als valors estandard, i per tant, es va assumir que aquests residus eren

sucres terminals.
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Per a establir la seqiiéncia de monosacarids es va realitzar I’experiment de NOESY, on
es van poder observar correlacions NOEs inter i/o intra residuals per als nou residus
monosacaridics (veure Taula 4.8). Es detectaren les segiients correlacions NOEs inter-

residuals:

- entre el protd H-1 del residu de galacturonic (residu B) i els protons H-3 (intens) i
H-2 de I’heptosa D i el protd H-1 de I’heptosa E;

- entre el protd H-1 de la glucosa A i el proté H-4 (intens) del residu de glucosamina F;

- entre el protdo H-1 de I’heptosa E i els protons H-1 i H-2 (ambdods intensos) del residu
de galacturonic (residu B) 1 amb el H-1 (debil) de I’heptosa G;

- entre el proté H-1 de la glucosamina (residu F) i el protd6 H-4 (intens) del residu de
galacturonic (residu B);

- entre el protd H-1 de I’heptosa G i el proté H-2 (intens) de I’heptosa E,

- entre el protd H-1 de la glucosa I 1 els protons H-2 1 H-3 de I’heptosa C;

- entre el protd H-1 de la glucosa J i el protd H-6a,b (intens) del residu de glucosa A.

No es va poder identificar cap correlacio NOE entre el proté anomeric H-1 dels residus
d’heptosa D i C, probablement degut, en el cas del residu C, a que no es va trobar cap
senyal de protd que es pogués assignar al residu de Kdo. No obstant, d’acord amb els
valors de desplagaments quimics obtinguts en *C-RMN, el residu D podria substituir la
posicio O-3 del residu C. D’altra banda, considerant que les estructures de nucli intern
del LPS estan forca conservades entre els enterobacteris, es va creure que el residu C
podria estar unit a un residu de Kdo, probablement a la posicid6 O-5, que en

I’oligosacarid 1 no ha pogut ser identificat.

Les dades obtingudes van permetre proposar una estructura temptativa per
I’oligosacarid 1, que es mostra a la Figura 4.9. Les ambigiiitats que presentava aquesta
estructura van poder ser en bona part superades gracies a I’elucidacid estructural de
I’oligosacarid 3, que presentava la mateixa estructura perd amb dos residus addicionals

(veure secci0 4.1.5.3 Analisi de ’oligosacarid 3).
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Taula 4.7. Dades de desplacaments quimics de "H-RMN i *C-RMN obtingudes per
I’oligosacarid 1 derivat del LPS del mutant deficient en antigen O de S. marcescens
N28b (N28b4)

Residus Desplacaments quimics
H-1 H-2 H-3 H-4 |H-5 H-6a | H-7a/H-6b H-7b
C-1 C-2 C-3 C4 |C5 C-6 C-7
5,47 4,05 4,22 4,44 4,51
B, a-GalA
99,3 73,7 62,6 80,1 |72,6 176,5
5,45 3,6 3,72 3,53 3,88 3,98 4,16
A, a-Glc
100,6 |72,9 74,0 70,6 72,9 69
5,08 3,97 4,20 4,22
C, a-Hep
97,64 |69,6 76,2 73,5
5,35 4,15 3,97 3,84 3,67 4,07 3,74 3,67
D, a-Hep
102 71,2 81,2
5,27 3,98 3,93 3,81
E, a-Hep
96,8 81,7 72 70
5,18 3,32 4,19 3,80 |4,34 3,86 3,80
F, a-GlcN
97,3 55,5 71,7 76,8 |72,2 61,3
5,04 (4,03 3,84 3,81 |3,68 4,03 3,69 3,62
G, a-Hep
103,5 | 71,1 73,9 70,7 73,8
4,52 3,29 3,49 3,39 1342 3,75 3,88
L, B-Gle
103,9 | 74,7 76,9 71,1 | 773 63,6
4,48 3,32 3,49 3,39 3,45 3,72 3,91
J, B-Gle 104,0 | 74,7 76,9 71,2 | 77,2 62,3

(*) Els residus monosacaridics fan refereéncia als que es mostren a la Figura 4.9. Els valors en negreta
indiquen carbonis amb desplacaments quimics a camps més baixos dels valors estandards, indicant la
preseéncia de substitucions o punts d’unio
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Taula 4.8. Senyals NOE de I’oligosacarid 1 observades a I’espectre NOESY*

Residus Senyal
NOE de H1 Intra NOE
B, a-GalA D3(i),D2,E1 B3
A, a-Glc F4(i)
D, a-Hep D2.,D3
E, a-Hep B1(1),B2(1),G1(d)
F, a-GlcN B4(i) F2
G, a-Hep E2(1) G2
L, B-Glc C2,C3 I3
J, B-Gle A6(1)
C. o-Hep Kdo 5(4,22),7
(3,96)?

*) S’indiquen unicament els senyals més importants per la determinacié de I’estructura. Els residus de
monosacarids corresponen als indicats a la Figura 4.9
1: intens; d:débil

\ E G

3 I

C  o-Hep 4« 1BGlc
1
{

Figura 4.9. Estructura temptativa proposada per ’oligosacarid 1 aillat del LPS del

mutant deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)
Algunes ambigiiitats van poder ser resoltes per comparacié amb els resultats obtinguts per als experiments
de RMN realitzats amb 1’oligosacarid 3 i que van permetre elucidar la seva estructura quimica
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4.1.5.2 Analisi de I’oligosacarid 2

L’oligosacarid 2 es va analitzar per espectroscopia de 'H-RMN. L’espectre de "H-RMN
realitzat a 600 MHz (veure Figura 4.10) va posar de manifest que aquest oligosacarid era
en realitat una mescla de compostos i aixd dificultava enormement la identificacié dels
diferents residus. Tot 1 aixi, en I’espectre de protd es van poder observar dos senyals que
corresponien a protons B-anomerics amb desplagaments quimics de 4,48 i1 4,58 ppm,
similars als dels protons anomeérics dels residus de B-glucosa I i J, respectivament, de
I’oligosacarid 1. A la regié a-anomerica es van poder observar altres senyals, dues de les
quals es van poder identificar com un residu d’hexosamina i un residu d’hexosuronic
gracies als experiments de 'H-COSY. No obstant, les dades de I’espectre de 'H-RMN
suggerien que era una variant més petita de 1’oligosacarid 1, i de fet, els resultats de
cromatografia de gasos van posar de manifest la preséncia de D,D-Hep unicament en
quantitats residuals, a diferéncia dels altres dos oligosacarids 1 i 3, on aquest residu es
trobava en majors quantitats (veure seccio 4.1.4 Determinacio de la composicio en sucres
dels oligosacarids del nucli del LPS). En conseqiiencia, com que 1’oligosacarid 2 no era
un compost suficientment pur i d’altra banda, representava una variant més petita de

I’oligosacarid 1, I’estructura de I’oligosacarid 2 no es va seguir estudiant.

a-GalA B-Gle

a-GleN v i i

Figura 4.10. Espectre de 'H-RMN de 1’oligosacarid 2 derivat del LPS del mutant
deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)
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4.1.5.3 Analisi de I’oligosacarid 3

L’estructura de 1’oligosacarid 3 pur es va caracteritzar en detall per espectroscopia de

'H-RMN i *C-RMN, tal i com es descriu a continuacio.

A la regié anomérica de I’espectre de 'H-RMN de 1’oligosacarid 3 s’hi van detectar 10
senyals amb proporcions comparables (veure Figura 4.11 i Taula 4.9). A més, s’hi van
identificar senyals a la regié compresa entre 2,34 1 3,96 ppm, que corresponien a un
residu deoxi i que es va designar com residu K. A part d’aquest residu K, tots els deu
residus restants van poder ser perfectament identificats tant pels desplagaments quimics
de protd i *C com pels sistemes d’acoblament que presentaven mitjancant 1’aplicacio
d’experiments homonuclears de 'H de correlacié en dues dimensions ('H-COSY,
TOCSY, DQFCOSY, NOESY/ ROESY) i als experiments heteronuclears 'H-"C de
correlaci6 bidimensional amb deteccié de proté (HSQC/HMQC, HMBC). Al final
d’aquesta subseccid, de la Figura 4.13 a la Figura 4.16 es mostren exemples dels
experiments bidimensionals de correlaci6 homonuclear i heteronuclear que es van

realitzar sobre 1’oligosacarid 3 1 que conduiren a la seva elucidaci6 estructural.

B |
D
A |E
cH K
Fl| |1 /
T 6|0 T T T T 5|0 T T T T 4|O T T T T 3|0 T T T T 2|0 T T T T 1|0 T T T

ppm (1)

Figura 4.11. Espectre de 'H-RMN de I’oligosacarid 3 derivat del LPS del mutant
deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)

Les lletres es corresponen als residus monosacaridics indicats a la Figura 4.12 i indiquen el proto
anomeric de cada residu
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Taula 4.9. Dades dels desplagaments quimics de "H-RMN i "C-RMN obtingudes per Ioligosacarid 3
derivat del LPS del mutant deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)

Residus H-1 H-2 |H-3 H-4 H-5 H-6a H-7a/H-6b H-7b
C-1 C-2 |C3 C4 C-5 C-6 C-7
5,45 4,08 (4,25 4,49 4,53
B, a-GalA
100,1 |74,0 |68,8 80,3 71,96 175,7
5,49 3,64 |3,76 3,57 3,96 3,93 4,23
A, o-Gle
100,1 [72,5 |73,1 69,6 72,6 69,5
5,47 4,08 (4,11 43 3,82 4,11
C, a-L,D-Hep
101,6 |70,7 |73,0 75,2 72,5 69,6
5,39 4,2 4,03 3,81 3,67 4,24 3,85 3,76
D, a-L,D-Hep
101,8 [70,8 |80,0 66,2 73,9 68,7 69,9
5,32 4,02 (4,01 3,95 3,86 4,05
E, a-D,D-Hep
96,6 81,2 [71,2 70,9 71,5 73,0
5,14 2,90 (4,09 3,78 4,34 3,86 3,98
F, a-GlcN
98,3 52,0 |70,6 77,0 71,4 61,2
5,08 4,07 3,89 3,88 3,73 4,07 3,78 3,75
G, a-Hep
103,0 (71,0 |72,0 67,0 74,0 73,4 64,0
5,04 4,06 |[391 3,94 3,67 4,1 3,82 3,74
H, a-L,D-Hep
101,0 70,5 |72,2 67,2 72,2 71,0 64,0
4,61 3,34 |3,56 34 3,44 3,77 3,93
L, B-Gle
103,9 |73,6 |76,2 70,9 77,2 62,5
4,52 3,36 |3,54 3,45 3,5 3,76 3,96
J, B-Gle
103,8 74,4 |76,2 70,7 76,5 62,0
2,34ax 3,96 3,88 3,65
K 2,81eq
180,4 42,0 74,6 75,6 78/76,8

(*) Els residus monosacaridics fan referéncia als que es mostren a la Figura 4.12. Els valors en negreta
indiquen carbonis amb desplacaments quimics a camps més baixos dels valors estandards, indicant la
presencia de substitucions o punts d’unid
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Els 11 senyals de 1’oligosacarid 3 van ser identificats com els segiients residus: 5
heptoses (L,D o D,D), 3 hexoses, 1 hexosamina, 1 acid hexosuronic i suposadament, un
residu de Kdo amb alguna modificaci6 (veure Taula 4.9). Aixi, respecte a 1’oligosacarid
1, aquest oligosacarid conté una heptosa addicional (residu H) i el residu K. Similar a
I’oligosacarid 1, dos residus d’hexosa (J i I, veure Figura 4.11) presentaven la
configuracid B-gluco, tal com ens van indicar les dades dels desplagaments quimics dels
protons anomerics (veure Taula 4.9) 1 de les constants d’acoblament J, 3 (veure Taula
4.10) mentre que la tercera hexosa (residu A) i el residu d’hexosamina (residu F) tenien
la configuracié a-gluco. Cal remarcar que els protons anomerics de la a-glucosa (residu
A) 1 de la a-glucosamina (residu F) presentaren desplacaments quimics molt similars
que practicament foren indistingibles en I’espectre realitzat a 600 MHz perd que gracies
a I’espectre de 800 MHz es van poder diferenciar. Igual que a 1’oligosacarid 1, I’acid
hexosuronic es va identificar en configuracio a-galacto mentre que a totes les heptoses,
inclosa I’heptosa H, se’ls hi va assignar la configuracidé a-manno, atés a les baixes
constants d’acoblament J, 3 al voltant de 1 Hz. A la Taula 4.10 es mostren les constants
d’acoblament J,3 obtingudes per a cada residu monosacaridic, que es van poder
determinar gracies a I’espectre de 'H-RMN de 800 MHz. Tanmateix, I’espectre de
800MHz va permetre distingir algunes senyals fortament superposades, en particular,

les del proté anomeric del residu J 1 el proté H-4 del residu B.

Convé destacar que malgrat ’elevat grau de superposicié6 de senyals en la regid
compresa entre 3,5 1 5,5 ppm, es van poder assignar la majoria de protons dels onze
residus (veure Taula 4.9) 1 aix0 fou possible gracies a I’aplicaci6 de prediccio lineal i a
I’adquisici6 d’espectres amb els equips de 600 MHz i 800 MHz. Aixi, els experiments
de TOCSY amb diferents temps de mescla realitzats amb 1’equip de 600 MHz van
ajudar a clarificar I’ordre dels protons en cada residu. D’altra banda, I’experiment de
DQFCOSY amb elevada resolucio en F1 juntament amb I’efecte de I’increment del
camp dut a terme amb I’equip de 800 MHz va facilitar la diferenciacié dels protons
dubtosos, particularment els de les posicions 5, 6 i 7. De la mateixa manera
I’experiment de TOCSY realitzat amb 1’equip de 800 MHz va ser de gran ajuda per

superar les ambigiiitats.
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Taula 4.10. Valors obtinguts per a les constants d’acoblament J; 3

Residus (¥) | A B C D E F G H I J

353 (Hz) ~4 |37 1,9 ~1 ~1 ND. |18 1,6 7.8 8,1

(*) Les lletres es corresponen als residus monosacaridics indicats a la Figura 4.12
N.D: no determinat

Quant als residus d’heptosa, es van classificar en tres grups atenent als
desplagaments quimics dels protons anomerics i a les constants d’acoblament dels
protons H-1, H-2, H-3 1 H-4. Aixi, les heptoses G 1 H eren molt similars i tenien els
protons anomeérics situats a camps alts. El proté anomeéric de I’heptosa C és el que es
troba a camps més baixos mentre que els desplacaments quimics dels protons
anomerics de les heptoses D i E es situaren a posicions intermedies, perd més
proximes a les de I’heptosa C (veure Taula 4.9). Considerant que les heptoses que es
troben a les posicions terminals (menys substituides) tenen els protons situats a
camps relativament més alts que les que tenen major grau de substitucid, es va
proposar el segiient grau de substitucid per les heptoses: residu C> D,E> G,H, essent

I’heptosa C candidata a ser un residu trisubstituit.

Respecte al residu K, les senyals que es van detectar a la regié6 compresa entre 2,34 i
3,96 ppm van permetre assignar-lo com un residu deoxi. Probablement, aquest
residu K correspongui a un Kdo amb alguna modificacié no identificada, ja que els
desplagcaments quimics dels protons de camp alt a 2,34 ppm i1 2,81 ppm
(suposadament dels protons H-3,yja1 1 H-3cquatorial, T€Spectivament) no soén coincidents
amb els publicats per als residus de Kdo priranosidics, que solen ser al voltant de
1,8-1,9 ppm pels H-3,xa1 1 de 2,1-2,2 ppm pels H-3cquatoriat (Bock ef al., 1992). No
obstant, en I’espectre de *C-RMN es va identificar un desplagament quimic d’un
grup carbonil a 180,35 ppm que correlacionava amb el proté situat al desplagament
quimic de 2,81. D’altra banda, les senyals d’aquest residu K amb desplacaments
quimics de 2,34 ppm i 2,81 ppm sén d’intensitat comparable amb les dels protons
anomerics dels altres residus i per conseglient, es considera valida la suposicié que
aquest residu K formés part de 1’oligosacarid 3. A part d’aquestes senyals, es van
detectar desplagaments quimics a 3,64, 3,87 1 3,96 ppm provinents d’altres protons

d’aquest residu K. El fet que en ’experiment de HMBC s’observés correlacio amb
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protons d’altres residus, principalment del residu C, 1 que es detectessin NOEs,
refor¢ca la suposici6 de que aquest residu K formés part de 1’oligosacarid 3.
Probablement, aquest residu K podia representar algun artefacte format a partir del
residu de Kdo com a conseqiiéncia de les condicions alcalines emprades per a la

separacid 1 aillament de 1’oligosacarid 3 mitjangant HPAEC.

Els desplagaments quimics de *’C-RMN s’assignaren a través dels experiments de
HSQC/ HMQC basant-se en I’espectre de RMN de protd interpretat (veure Figura
4.16). En I’espectre de '*C-RMN de I’oligosacarid 3, s’hi identificaren nou senyals
anomeriques. No s’hi detecta cap senyal anomerica, perd si un desplacament
quimic probablement del C-3 d’un residu de Kdo modificat. També, es va observar
la preseéncia de senyals de BC-RMN amb desplagaments quimics a camps meés
baixos dels valors estandards, que van indicar la preséncia de substitucions (punts
d’unid) en les segiients posicions: O-2 (del residu E), O-4 (del residu F), O-6 (del
residu A), O-2 1 O4 (del residu B), O-3 1 O-4 (del residu C) i O-3 1 O-7 (del residu
D). Per als residus J, G, I i H no es van observar senyals amb desplacaments
quimics a camps més baixos respecte als valors estandard, i per tant, havien de

correspondre a sucres terminals.

La determinacid de la seqiiencia dels diferents residus es va realitzar en base als

resultats de I’experiment de ROESY / NOESY, que es mostren a la Taula 4.11.
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Taula 4.11. Senyals de NOEs/ROEs de I’oligosacarid 3 observades a 1’espectre

NOESY / ROESY ¥
Senyal
Residu Proto
Interunitat Intraunitat
Bl D3(i), D2(d), E1 (i) B5(m)
B, a-GalA
B35 D2
Al F4(i) A3(i), A2(m)
A, a-Glc
A6 J2(d)

D,a-L,D-Hep |DI  |C3/C6(i), C2(m), C4(m), B5() | D3(m), D2 (d), D7(d)
E, a-D,D-Hep |El B1(i), B2(i), B3 (m), G1(d), G5() |EI(i), E2(m)

F, 0-GleN Fl B5(i), B4(d)
G, a-Hep Gl |E2(3i), E3() G2(i), G3(d)
H,o-L,D-Hep |HI  |D7(i), D6 H3(i), H2(i), H5(d)
I, B-Gle 11 C6/C3(i), C2(d) 15(i), 14(m), 13(m)
J, B-Gle hj| A6(i), A5 J5(i), J4(m), J3(m)

C, o-L,D-Hep |Cl K 3,65 ppm(i), K 3,88 ppm(m)
Kdo 2,811 |C2,C4

a) S’indiquen unicament els senyals que van ser importants per la determinacié de I’estructura. Els
residus de monosacarids corresponen als indicats a la Figura 4.12. i: intens; m: mitja; d: débil
b) Kdo amb alguna modificacio desconeguda

Es varen identificar les segiients correlacions NOEs / ROEs inter-residuals que foren

importants per la determinacio de la seqiiencia monosacaridica:

entre el proté H-1 del residu de galacturonic (residu B) i els protons H-3 (intens) i
H-2 de I’heptosa D i el protd H-1 de I’heptosa E;

entre el protdé H-1 de la glucosa A i el protdo H-4 (intens) del residu de glucosamina F;
entre el protd H-1 del residu d’heptosa D 1 els protons H-3 (intens), H-2 1 H-4 del
residu d’heptosa C;

entre el protd H-1 de I’heptosa E i els protons H-1 i H-2 (ambdos intensos) del residu
de galacturonic (residu B) i amb el H-1 (débil) de I’heptosa G;

entre el protd H-1 de la glucosamina (residu F) 1 els protons H-4 (debil) 1 H-5 (intens)
del residu de galacturonic (residu B);

entre el protdé H-1 de I’heptosa G i els protons H-2 i H-3 (ambdés intensos) de
I’heptosa E,

entre el proté H-1 de I’heptosa H 1 els protons H-7 (intens) 1 H-6 de I’heptosa D;
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- entre el protd H-1 de la glucosa I i els protons H-2 (debil) 1 H-6 (intens) de I’heptosa C;
- entre el protd H-1 de la glucosa J i el protd H-6 (intens) del residu de glucosa A;

- entre el protd H-1 de I’heptosa C i els protons del putatiu residu deoxi (residu K)

Respecte al residu de B-glucosa I, no es va observar cap correlaci6 NOE entre el seu
protd anomeric i el protd6 H-4 del residu d’heptosa C, tot i que les dades dels
desplagament quimics de "C dels carbonis en posicié C3 i C4 (73,0 i 75,2 ppm,
respectivament) indicaven substitucions a les posicions O-3 i O-4 de I’heptosa C. No
obstant, tenint en compte les dades genétiques i en homologia amb d’altres estructures
de nucli de LPS d’altres enterobacteris com Klebsiella pneumoniae (Vinogradov i
Perry, 2001; Regué et al., 2005), Yersinia pestis (Vinogradov et al., 2002a) o Proteus
penneri (Vinogradov et al., 2002b), es considera com a molt probable que el residu C
estigués substituit a les posicions O-3 i O-4 pels residus D i I, respectivament. De la
mateixa manera, per analogia amb d’altres estructures de nucli conegudes, el residu C

molt probablement estaria unit al Kdo per la posici6 O-5.

En resum, les dades conjuntes dels experiments de ROESY/NOESY, dels
desplacaments quimics de °C i dels resultats dels experiments de HMQC/HMBC van
permetre determinar la seqiiencia i els punts o posicions d’enllag entre els diferents
residus i proposar aixi una estructura per I’oligosacarid 3, que s’indica a la Figura 4.12.
Aquesta estructura concorda amb la proposada a partir de les dades de RMN per
I’oligosacarid 1, amb la particularitat que 1’oligosacarid 3 és més complert ja que tindria
dos residus més (residus K i H) que D’oligosacarid 1. L’estructura proposta per
I’oligosacarid 3 es considera perfectament assignada, a excepcié de la part inferior
corresponent a l’estructura parcial D-(I)-C, on [’assignacié s’ha basat amb dades
genetiques 1 amb 1’homologia amb d’altres estructures conegudes. D’altra banda, cal
remarcar que D’estructura del nucli intern és forca conservada entre la majoria
d’enterobacteris 1 que per tant, no caldria esperar variacions importants a 1’estructura

parcial D-(I)-C proposada.

En aquest treball no es va determinar la configuracid absoluta dels monosacarids perd
aquesta es va predir a partir de dades genetiques i per tant, s’ha de considerar temptativa.
Tanmateix, la configuracié D per als residus F, B, I es va deduir a partir de les

complementacions satisfactories dels mutants N28bAwaaE i N28bAorf9-orf10 amb el gen
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waakF 1 els orf8 1 orf9 de K. pneumoniae, respectivament, 1 el coneixement de 1’estructura
del nucli del LPS de K. pneumoniae (veure seccio 4.2.2.2 ORF13(waakE) 1 secci6 4.2.2.3
ORF9 i ORF10, respectivament). D’altra banda, la configuracié L,D per als tres residus
d’heptosa del nucli intern (residus C, D i H) es va deduir a partir dels resultats dels
analisis de composicié del nucli intern del LPS del mutant N28bAorf9- orfl0 (veure
seccid 4.2.2.3 ORF9 i ORF10) juntament amb els resultats de complementacié del mutant
NCI19 amb el gen waaQ de S. marcescens (veure seccid 4.2.2.1 ORFS8 (waaQ)). Els
resultats obtinguts confirmaren la configuracié L,D per aquests residus inicialment predita
a partir de la comparaci6 amb estructures conegudes de nucli intern d’altres
enterobacteris. Finalment, la configuracié D,D per al residu d’heptosa E es va proposar en
base als resultats de composicio obtinguts per al mutant N28bAorf7 (veure seccid 4.2.2.4

ORF7 i ORFII).
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A a-Glepll
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{ E G
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Figura 4.12. Estructura proposada per 1’oligosacarid 3 aillat del LPS del mutant
deficient en antigen O de S. marcescens N28b (N28b4)

La configuracié D dels residus B, F i I va ser deduida a partir de dades genétiques i per tant, s’ha de
considerar temptativa. De la mateixa manera, I’estructura parcial D-(I-)-C també s’ha de considerar
temptativa. La configuracié L,D per als residus C, D i H es va deduir a partir dels resultats de composicid
del LPS del mutant N28bAorf9- orf10 juntament amb els resultats de complementacié del mutant NC19 amb
el gen waaQs,, 1 per tant, tamb¢ és temptativa. Per al residu d’heptosa E, la configuracié D,D es va predir a
partir dels resultats de composicié del mutant N28bAorf7. La p indica que el residu €s una piranosa
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Figura 4.13. Experiment de 2D-COSY de I’oligosacarid 3

L’espectre de COSY proporciona informacié sobre els acoblaments escalars, €s a dir, els acoblaments J a
través de ’enllag "H -'H (no de la seva magnitud). Aixi, cada pic de creuament (fora de la diagonal) en
I’espectre de 2D-COSY indica una parella d’espins acoblats. Els pics de la diagonal corresponen a
I’espectre de 'H-NMR d’una dimensi6
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Figura 4.14. Experiment de TOCSY de I’oligosacarid 3

L’experiment de TOCSY correlaciona tots els espins d’un mateix sistema d’acoblament, de manera que
cada monosacarid produeix el seu conjunt de pics TOCSY caracteristic del seu propi sistema d’acoblament.
En la figura es mostren en gris, el sistema d’acoblament del residu A (o-Glc); en verd, el sistema
d’acoblament del residu B (0-GalA); i en granat, el sistema d’acoblament del residu C (a-L,D-Hep). A mode
d’exemple, es mostren els pics de correlacid entre cada protd anomeéric dels residus indicats amb els
diferents protons que formen part del mateix sistema d’acoblament (H2, H3, H4, HS5 i H6)
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Figura 4.15. Experiment de 2D-ROESY / TOCSY de I’oligosacarid 3

En vermell i blau, es mostren els resultats de I’experiment de ROESY. En verd, es mostra I’experiment de
TOCSY. En els experiments de NOESY, cada pic de creuament (fora la diagonal) correspon a una parella
de protons, que ressonen a aquelles freqiiéncies i que estan allunyats en I’espai a una distancia inferior a
5 A, mentre que els pics de la diagonal corresponen a I’espectre de 'H-NMR d’una dimensio.
L’experiment de 2D-ROESY realitzat sobre el TOCSY, com el que es mostra la figura, €s particularment
util per obtenir informacio de les distancies entre protons en molécules amb pesos moleculars entre 1000 i
2000 Daltons ja que en aquests casos ’efecte NOE és molt petit o inclus nul. Pot passar que amb
I’experiment ROESY els components d’una parella d’espins acoblats escalarment (a través de 1’enllag
'H-"H) sentin un camp similar i donin lloc a ’aparicié de pics TOCSY en els espectres ROESY. En
aquest cas, la combinacio ROESY / TOCSY permet diferenciar els pics ROE (correlacions a través de
I’espai) dels TOCSY (correlacions a través d’enllagos)
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Figura 4.16. Experiment de HSQC / TOCSY de I’oligosacarid 3

En rosa, es mostra I’espectre obtingut en 1’experiment de TOCSY mentre que el blau correspon als
resultats del HSQC. L’experiment de HSQC (igual que el HMQC) permet correlacionar els protons
directament units al carboni, seleccionant les senyals de 'H-""C (1%) i suprimint les de I’isotopomer 'H-
12C (99%). A la figura es mostra la identificacié de cadascun dels carbonis dels diferents residus a partir
dels pics de correlacido amb els protons als quals estan directament units i que han estat préviament
assignats gracies a 1’experiment de TOCSY
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4.1.6 ANALISI PER ESPECTROMETRIA DE MASSES

Amb els resultats dels experiments de RMN i cromatografia de gasos es va poder
proposar una estructura per 1’oligosacarid 3, aillat juntament amb 1’oligosacarid 11 2, de
la regié del nucli del LPS d’un mutant deficient en antigen O de S. marcescens N28b
(N28b4). Aquests perd no eren els unics oligosacarids constituents de la regio del nucli
del LPS d’aquesta soca, ates als resultats obtinguts durant la separacié analitica de la
fraccid N28b4-B per cromatografia HPAEC, on es va observar la preséncia de varis pics
que indicaven una mescla complexa d’oligosacarids (veure seccio 4.1.3 Aillament i

purificacio dels diferents oligosacarids del nucli del LPS).

Amb I’objectiu de comprovar que 1’estructura quimica determinada per 1’oligosacarid 3
aillat fos representatiu de la regié del nucli del LPS del mutant N28b4, la fraccio
N28b4-B corresponent a la regio del nucli del LPS d’aquest mutant (veure secci6 4.1.2
Separacio i aillament de les diferents fraccions del LPS extret) es va estudiar per
espectrometria de masses de ressonancia d’i6 ciclotré per transformada de Fourier i
ionitzacid per electrosprai (ESI FT-ICR-MS), segons el metode descrit a la seccio 3.5.7
Espectrometria de Masses. A la Figura 4.17 es mostra 1’espectre de masses obtingut
després d’haver aplicat deconvolucio de la carrega, on es pot observar un patrdé complex

de pics de diferents masses.
Aixi mateix, a la Taula 4.12 es mostra per a cadascun dels pics identificats a 1’espectre

de masses ESI FT-ICR, la massa molecular determinada aixi com la calculada (teorica)

a més de la composicié quimica proposada per a cada pic.
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Figura 4.17. Espectre de masses ESI FT-ICR amb deconvolucio6 de la carrega obtingut
per a la fraccio N28b4-B

Aquesta fraccid correspon a I’oligosacarid del nucli aillat a partir del LPS del mutant N28b4 després de la
hidrolisi amb acid acétic i la separacié per cromatografia gel-filtraciéo en columna Sephadex G-50. Els
nimeros de masses es refereixen a les masses moleculars monoisotopiques de la molécula neutra. +22 Da
i+ 38 Da indiquen els adductes de sodi i potassi, respectivament. El -18 indica la forma anhidre
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Taula 4.12. Masses moleculars identificades en 1’espectre de masses ESI FT-ICR de la
mostra N28b4-B, que correspon a la fraccié del nucli del LPS del mutant N28b4

N° Massa molecular (Da) Composicio quimica proposada
pic Identificada | Calculada ®
1 2.021,67 2.021,65 KdoHepsHex; HexAHexN (oligosacarid 3)
2.003,66 2.003,63 Forma anhidra
2 2.257,12 2.257,71 KdoKoHepsHex; HexAHexN (oligosacarid 3 + un Ko)
3 2.101,63 2.101,61 KdoHepsHex; Hex AHexNP (oligosacarid 3 + un P)
2.083,69 2.083,60 Forma anhidra
4 1.813,56 1.813,55 KdoHep;HexA,Hex;HexN
1.795,55 1.795,54 Forma anhidra
5 2.197,70 2.197,68 KdoHepsHexA,Hex;HexN (oligosacarid 3 + un HexA)
2.179,68 2.179,67 Forma anhidra
6 1.893,43 1.893,52 KdoHep;HexA,Hex;HexNP
1.875,51 1.875,51 Forma anhidra
7 2.337,69 2.337,68 KdoKoHepsHex; HexAHexNP (oligosacarid 3 + un residu de
Ko i un residu P)

Kdo: acid 3-deoxi-D-manno-oct-2-ulopiranosonic; Ko: acid D-glicero-D-talo-oct-2-ulosonic; Hep:

heptosa; Hex: hexosa; HexA; acid hexosuronic; HexN: hexosamina; P: fosfat

a) Es llisten unicament les masses moleculars monoisotopiques de la molécula neutra. Els pics
s’enumeren en ordre decreixent d’intensitat i els nimeros que tenen assignats corresponen als que es
mostren a la Figura 4.17. No es llisten els adductes de sodi i potassi (+22 Da i + 38 Da,
respectivament) que s’observen a I’espectre de masses

b) Pel calcul tedric del pes molecular de cada oligosacarid s’ha considerat les masses moleculars de
cadascun dels monosacarids individuals més una molécula d’aigua. Masses moleculars dels
monosacarids: HexN: 161,06 Da; Hex: 162,05 Da; HexA: 176,03 Da; Hep: 192,06 Da; Kdo:
220,05 Da; Ko: 236,06 Da

Tal 1 com s’observa a la Figura 4.17, el pic d’intensitat més elevada fou el de massa
molecular 2.021,67 Da, que quadrava perfectament amb la massa molecular calculada
per a una molécula com 1’oligosacarid 3 constituida per un residu de Kdo, cinc residus
d’heptosa, tres residus d’hexosa, un residu d’hexosuronic i un residu d’hexosamina
(massa calculada de 2.021,65 Da). S’hi observa la preséncia d’un senyal intens a -18
amb massa molecular de 2.003,66 Da (massa calculada de 2.003,63 Da) que es va
atribuir a la forma anhidra del Kdo de I’extrem reductor, ja que estava perfectament
descrita la preséncia d’aquests senyals en mostres de LPS hidrolitzades en preséncia
d’acid acetic (Oltshoorn ef al., 1999). Per consegiient, es va poder afirmar que
I’oligosacarid 3 representava el compost més abundant dins la mescla heterogenia

d’oligosacarids que conformen la regié del nucli del LPS del mutant N28b4.
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A banda d’aquests dos pics descrits, s’obtingueren altres, que es van assignar a especies
moleculars variants de 1’oligosacarid 3 que presentaven les segiients modificacions:
- substitucid6 per un residu addicional d’acid D-glicero-D-talo-oct-2-ulosonic
(Ko), en el cas del pic 2 de la Figura 4.17 (massa de 2.2257,72 Da),
- substitucio per un residu addicional d’acid hexosuronic, en el cas del pic 5 de la
Figura 4.17 (massa de 2.197,70 Da),
- pérdua de dos residus d’heptosa perdo amb la substitucié d’un residu addicional

d’acid hexosuronic, en el cas del pic 4 de la Figura 4.17 (massa de 1.813,56 Da).

A més, dels pics 1, 2 1 4 es van identificar espécies amb una massa molecular de
+80 Da, que corresponien als pics 3, 7 1 6, respectivament, que podrien representar
derivats monofosforilats. No obstant, no es va aillar cap d’aquestes especies moleculars

que representen variants de 1’oligosacarid 3.

En general, les dades obtingudes per espectrometria de masses suggereixen que la regid
del nucli del LPS del mutant deficient en antigen O de S. marcescens N28b estaria
formada majoritariament per I’oligosacarid 3, 1’estructura del qual s’ha caracteritzat en
aquest treball (veure Figura 4.12), el qual podria presentar algunes substitucions
no-estequiometriques amb un segon residu d’acid hexosuronic o un residu de Ko. En
aquest sentit, cal destacar que en els analisis de GC-MS realitzats sobre les mostres de
LPS sencer tant del mutant deficient en antigen O (N28b4) com de la soca salvatge
S. marcescens N28b es van detectar quantitats molt baixes de Ko i a més, en la mostra
de N28b4 es va identificar la preséncia en molt baixes quantitats d’una estructura del
tipus Ko-O-Kdo (veure seccid 4.1.1 Caracteritzacio del LPS extret). Aquests resultats
estarien en concordanca amb els resultats d’espectrometria de masses. D’altra banda, el
fet que s’identifiqués una espécie molecular amb dos residus d’heptosa menys que
I’oligosacarid 3 podria també indicar que aquests dos residus corresponen a

substitucions no-estequiometriques.

179



Estudi estructural i genétic del nucli del lipopolisacarid de Serratia marcescens N28b

417 COMPARACIO DE L’ESTRUCTURA DEL NUCLI DEL LPS DEL
MUTANT N28b4 AMB EL DE LA SOCA SALVATGE

Com s’ha vist a les anteriors seccions, 1’elucidacio de I’estructura del nucli del LPS de
S. marcescens N28b O4 es va realitzar a partir d’un mutant d’aquesta soca deficient en
antigen O (mutant N28b4), obtingut préviament en el nostre grup d’investigacio (Saigi
et al., 1999). La utilitzacio d’aquest mutant facilita 1’aillament de la regi6 del nucli en

quantitat suficient per als estudis estructurals.

A fi de corroborar que I’estructura de nucli proposada en aquest treball a partir dels
resultats obtinguts en 1’analisi estructural del LPS del mutant deficient en antigen O
(N28b4) era extrapolable a la soca salvatge S. marcescens N28b, es va aillar la regid del
nucli de la soca salvatge per a estudiar la seva composicio, el seu perfil cromatografic

en HPAEC i el patré de pics per espectrometria de masses ESI FT-ICR.

En primer lloc, es va extraure LPS de la soca salvatge S. marcescens N28b 1 es va
analitzar la seva composicid, tal i com s’ha descrit préviament a la seccido 4.1.1
Caracteritzacio del LPS sencer. Aquests estudis van posar de manifest que el LPS de la
soca salvatge tenia la mateixa composicid qualitativa que el LPS del mutant N28b4,
amb I’excepcio que aquest ltim no presentava residus de ramnosa. Aquest resultat era
totalment logic si es té en compte que la ramnosa, juntament amb la glucosa, son els dos

constituents de les subunitats de repeticié de I’antigen O del LPS d’aquest bacteri.

Per a separar la regid polisacaridica del lipid A, s’agafaren 150 mg de LPS extret de la
soca salvatge i s hidrolitzaren amb acid acetic al 1% a 100°C durant 90 minuts seguint
el procediment descrit a la seccid 3.5.5.1 Hidrolisi amb acid acetic. Préviament, pero,
s’havia realitzat una hidrolisi a petita escala per a comprovar que les condicions eren
adequades per aquesta mostra. Com a resultat de la hidrolisi, s’obtingueren 76,5 mg de
sobrenedant (51% del total), que corresponia a la fraccid polisacaridica. Seguidament,
per a aillar la fracci6 del nucli de la resta de fraccions, es van aplicar els 76,5 mg de
sobrenedant (en dos parts) a una columna Sephadex G-50 segons el procediment descrit
a la seccid 3.5.5.2.1 Cromatografia per gel-filtracio. S’obtingué el cromatograma que
es mostra a la Figura 4.18, on es poden observar tres pics, que s’anomenaren N28b-A,

N28b-B i N28b-C, dels quals s’obtingueren les segiients quantitats: 29,8 mg, 28,3 mg i
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18,3 mg, respectivament. Les tres fraccions donaren resultats positius en capa fina.
Considerant el perfil cromatografic que se sol obtenir per un LPS de tipus S, la primera
fraccid N28b-A, que era la dels oligosacarids de major pes molecular, havia de
correspondre a I’oligosacarid del nucli unit a I’antigen O; la fracci6 N28b-B havia
d’incloure 1’oligosacarid del nucli 1 finalment, la fraccié N28b-C havia de correspondre
a monosacarids o disacarids generats durant la reaccié d’hidrolisi. Tanmateix, si es
comparen els perfils cromatografics obtinguts en Sephadex G-50 per a les mostres de
LPS del mutant N28b4 (veure Figura 4.5) amb el de la soca salvatge (veure Figura 4.18)
després de la hidrolisis suau amb acid aceétic, es pot observar que en la soca salvatge el
pic corresponent a la primera fraccid, que correspon a I’oligosacarid del nucli unit a
I’antigen O, és similar a la resta de fraccions mentre que en el mutant N28b4, com no

presenta antigen O, el pic corresponent a la primera fraccid és molt minoritari.

N28b-A  N28b-B

Figura 4.18. Cromatograma obtingut per cromatografia de gel-filtracié6 en columna
Sephadex G-50 després de la hidrolisi amb acid acetic del LPS de la soca salvatge
S. marcescens N28b

Seguidament, es va analitzar per cromatografia de gasos i colorimetria la composicid de
la fraccié N28b-B, corresponent a la regié del nucli del LPS de la soca salvatge, seguint
els metodes descrits anteriorment (veure seccid 3. Materials i metodes). Com era
d’esperar, els resultats obtinguts van evidenciar que la regi6 del nucli de la soca salvatge

presentava la mateixa composicio qualitativa que la del mutant N28b4, detectant-s’hi la
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presencia de glucosa, acid galacturonic, D,D-heptosa, L,D-heptosa i Kdo (el contingut
en glucosamina 1 fosfat no es va determinar). En termes quantitatius, la proporcié dels
diferents residus monosacaridics fou similar en ambdues mostres, tot i que en general, la
concentracid per a cadascun dels residus fou més elevada en la mostra procedent de la

soca salvatge. En la Taula 4.13 es mostren els resultats obtinguts per ambdues mostres.

Taula 4.13. Composici6 en sucres de les fraccions N28b4-B 1 N28b-B corresponents a
la regié del nucli del LPS del mutant deficient en antigen O i de la soca salvatge,
respectivament

Concentracié nmols / mg fraccié

Rha Glc Gal GalA L,D-Hep | D,D-Hep | Kdo yq
N28b4-B N.D. 400 N.D. 30 233 78 174
N28b-B 20 497 >0 71 352 107 215

N.D.: no detectat

A continuacid, es va analitzar la regi6 del nucli del LPS de la soca salvatge per
cromatografia d’intercanvi i0onic d’alta resolucio (HPAEC), segons el descrit a la seccio
3.5.5.2.2 Cromatografia d’intercanvi ionic d’alta resolucio (HPAEC) i es va comparar
el seu perfil cromatografic amb el de la mostra N28b4-B derivada del mutant deficient
en antigen O. Per aixo0, s’injectaren 60 ug de la fracci6 N28b-B en una columna
CarboPac™ PA-100 (4 x 250 mm, Dionex Corp.) en les mateixes condicions
analitiques que les emprades anteriorment per a la mostra N28b4-B (gradent lineal de
15% a 40% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 70 minuts i a un flux de 1 ml/min)
(veure seccid 4.1.3 Aillament i purificacio dels diferents oligosacarids del nucli del
LPS). A la Figura 4.19 es mostra el cromatograma obtingut per a la separacié de la
mostra N28b-B per cromatografia HPAEC aixi com també¢ el cromatograma obtingut en
les mateixes condicions analitiques per a la mostra N28b4-B, amb 1’objectiu de facilitar
la comparacié d’ambdds perfils cromatografics. Tal i com es pot observar, el perfil
cromatografic de la mostra corresponent a la regio del nucli del LPS de la soca salvatge
¢s superposable amb el de la regidé del nucli del mutant deficient en antigen O,
demostrant aixi que la regié del nucli del LPS de la soca salvatge presenta la mateixa

heterogeneitat que la del mutant deficient en antigen O.
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Figura 4.19. Cromatogrames obtinguts per a la separacid de les mostres N28b-B (I) 1
N28b4-B (II) per cromatografia HPAEC en una columna CarboPac™ PA-100 (4 x 250
mm, Dionex Corp.) amb un gradient de lineal de 15% a 40% de 1M NaAc en 0,1M
NaOH durant 70 minuts a un flux 1 ml/min

Finalment, la fracci6 N28b-B corresponent a la regié del nucli del LPS de la soca
salvatge S. marcescens N28b es va analitzar per espectrometria de masses de
ressonancia d’i6 ciclotré per transformada de Fourier i ionitzacid per electrosprai (ESI
FT-ICR-MS), segons el metode descrit a la seccid 3.5.7 Espectrometria de Masses.
L’espectre de masses amb deconvulacié de la carrega obtingut per a la mostra N28b-B
(veure Figura 4.20) mostra el mateix patrd de pics que 1’obtingut préviament per a la
mostra N28b4-B (veure seccid 4.1.6 Analisis per espectrometria de masses), perd a més
hi aparegueren dos pics addicionals de baixa intensitat amb masses moleculars de

1.637,53 1 1619,52 Da, que quadraven perfectament amb la massa molecular calculada
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per a una molecula com 1’oligosacarid 3 menys dos residus d’heptosa, 1 la seva forma
anhidra, respectivament (masses calculades de 1.637,53 1 1.619,51 Da, respectivament).
En conseqii¢ncia, es va poder afirmar que tant el LPS de la soca salvatge com el del

mutant deficient en antigen O (N28b4) comparteixen la mateixa estructura de nucli.

En definitiva, el conjunt d’analisis (composicionals, HPAEC, ESI FT-ICR-MS)
realitzats sobre la regié del nucli del LPS de la soca salvatge S. marcescens N28b van
permetre afirmar que 1’estructura d’aquesta regidé és compartida amb la del mutant
N28b4, que fou I'utilitzat per als estudis estructurals. Per tant, 1’estructura proposada
per al nucli del LPS del mutant N28b4 ¢€s perfectament valida com a estructura de nucli

del LPS de la soca salvatge S. marcescens N28b.
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Figura 4.20. Espectre de masses ESI FT-ICR amb deconvolucié de la carrega obtingut
per a la fraccio N28b-B

Aquesta fraccido correspon a [’oligosacarid del nucli aillat a partir del LPS de la soca salvatge
S. marcescens N28b després de la hidrolisi suau amb acid acetic i la separacié per cromatografia gel-
filtracid en columna Sephadex G-50. Els numeros corresponen als mateixos pics identificats per a la
mostra N28b4-B (veure Figura 4.17 i Taula 4.12). Amb la fletxa blava s’assenyalen els dos pics
addicionals que no van apar¢ixer a 1’espectre de masses ESI FT-ICR de la mostra N28b4-B. Els numeros
de masses es refereixen a les masses moleculars monoisotopiques de la molécula neutra. Amb +22 Da i
+ 38 Da s’indiquen els adductes de sodi i potassi, respectivament. Amb -18 s’indica la forma anhidre
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4.2 CARACTERITZACIO DELS GENS IMPLICATS EN LA
BIOSINTESI DEL NUCLI DEL LPS DE S. marcescens N28b 04

Treballs previs realitzats en el nostre grup de recerca havien permes assignar una funcid
als gens de ’agrupacié waa de S. marcescens N28b que eren compartits amb d’altres
enterobacteris (veure secci6 2.1 Antecedents: Bases per a l’establiment dels objectius).
Per a assignar una funcio a la resta de gens de I’agrupacié waa pels quals no s’havia
pogut establir una funcid definitiva a través de ’estudi d’homologia de seqiiéncies es va
optar per emprar una aproximacio forca habitual que consisteix en la generacid de
mutants per delecio d’aquests gens i observar els canvis fenotipics que es produeixen.
Aixi, la comparacié de I’estructura o composicidé quimica dels mutants respecte a la

soca salvatge hauria de permetre establir la funcié per cadascun d’aquests gens.

4.2.1 CONSTRUCCIO DE MUTANTS EN DIVERSOS GENS DE
L’AGRUPACIO waa DE S. marcescens N28b

Per mitja d’una técnica de mutagenesi dirigida descrita per Link ef al., 1997 es van
construir mutants per delecions en sis gens de I’agrupacié génica waa de S. marcecens
N28b, concretament en els orf4, orf7, orfS8 (putatiu waaQ), orf9-orfl10 i orfl3 (putatiu
waakF) 1 que es varen anomenar N28bAorf4, N28bAorf7, N28bAwaaQ, N28bAorf9-orf10 i

N28bAwaaE. En tots els casos, es va comprovar la delecio per seqiienciacio.

La técnica que es va utilitzar (explicada a la seccid 3.4.12 Tecniques de Mutagenesi)
permet crear delecions cromosomiques dirigides en el gen a mutar mantenint la seva
pauta de lectura, per la qual cosa s’eviten els possibles efectes polars que la mutacio pot
provocar sobre I’expressié dels gens distals dins d’un mateix operd. Breument, el
sistema de mutagénesi emprat es basa en la sintesi in vitro d’una copia delecionada del
gen a mutar que respecti la seva pauta de lectura mitjangant PCRs entrecreuades 1
posteriorment aquesta copia delecionada és introduida en el cromosoma per doble
recombinaci6 mitjangant el plasmidi pKO3. La capacitat de replicacid del vector pKO3
¢s sensible a la temperatura, de manera que a temperatures no permissives (42°C), les
cel-lules no poden mantenir el plasmidi a no ser que I’integrin en el cromosoma per
recombinacio homologa entre el fragment clonat i el cromosoma bacteria. L’efecte de la

temperatura en els nostres experiments de mutagenesi fou important i es manifesta per
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una freqiiencia d’integracio, definida com el quocient del nombre de colonies a 42°C i el
nombre de colonies a 30°C, al voltant de 10™ - 10° UFCs. Quan les cél'lules es fan
créixer a 30°C, el plasmidi es pot escindir del cromosoma i depenent del punt
d’entrecreuament, el cromosoma pot retenir la seqiiencia salvatge del gen o bé la
seqliencia delecionada. Gracies al gen sacB que porta com a marcador de contraseleccio
el vector pKO3, es pot seleccionar la perdua del plasmidi, ja que aquest gen és letal

quan s’expressa en bacteris gramnegatius que creixen en presencia de sacarosa.

Abans d’iniciar els experiments de mutagénesi amb S. marcescens N28b, es van fer una
série d’experiments per tal de posar a punt la técnica, assegurant el correcte funcionament
del vector pKO3 (Link e al., 1997) en aquesta soca. Aquests experiments van consistir en
determinar la idoneitat de I’antibiotic cloramfenicol per assegurar la integracio
cromosomica del plasmidi, determinar si 42°C €s una temperatura d’incubacié adequada
per impedir la replicacié del plasmidi perd al mateix temps permet el correcte creixement
de S. marcescens 1 comprovar que la concentraci6 de sacarosa 5%, proposada per Link et

al., 1997, és adequada en el cas de S. marcescens N28b.

Com a resultat d’aquests experiments, es va comprovar que S. marcescens N28b era
resistent al cloramfenicol inclis a concentracions molt elevades (220 pg/ml). Per evitar
problemes i tenir un bon marcador per seguir el manteniment del plasmidi es va decidir
buscar un altre marcador de resisténcia. Es va comprovar que S. marcescens N28b ¢&s
sensible a kanamicina, a una concentracié de 50 pg/ml, i conseqiientment, es va fixar
aquesta concentracid6 de kanamicina per als experiments de mutageénesi. Aix0 va
comportar la necessitat d’introduir un casset de kanamicina en el plasmidi pKO3 (Link
et al., 1997) i generar el plasmidi pKO3Km (veure seccid 4.2.1.1 Construccio del
plasmidi pKO3Km). Pel que fa a la temperatura d’incubacio per impedir la replicacio
del plasmidi pKO3Km, es va establir en 41-42°C, ja que permet el creixement correcte
de S. marcescens N28b. Respecte a la concentracié de sacarosa per a la contraseleccid,
es va elegir una concentraciéo de 10%, més elevada que la proposada per Link et al.,

1997, ja que en els experiments preliminars va donar millors resultats.

186



4. Resultats

4.2.1.1 Construccio del plasmidi pKO3Km

El plasmidi pKO3Km es va generar a partir de la introduccié del casset de resisténcia a
1‘antibiotic kanamicina al vector pKO3 (Link et al., 1997), respectant els elements claus
de funcionalitat del vector pKO3 per a la substitucido geénica en els experiments de
mutagenesi, com son:

- el marcador de contraseleccio, sacB de Bacilus subtilis

- Dorigen de replicacio sensible a la temperatura Rep A (del vector pSC101)

El vector pKO3 conté una zona amb multiples dianes de restriccid o “polilinker”, que
conté dianes per als enzims de restriccio Smal, Notl, BamHI 1 Sall. La diana Sal/l va ser

I’escollida per a la introduccid del gen Kan, que confereix resisténcia a la kanamicina.

L’obtencid del gen Kan, de 1,24 kb, s’aconsegui per digestié del plasmidi pUC4K, de
3.966 pb (GE Healthcare, anteriorment Amersham Biosciences) amb Sal/l. Un cop
digerit, el gen Kan es va lligar amb el vector pKO3, préviament digerit amb Sall i
desfosforilat per tractament amb fosfatasa alcalina. Posteriorment, la lligacié es va
electroporar a E. coli DH5a per a obtenir el plasmidi pKO3Km i es comprova que
contingués 1’insert (casset de resisténcia a la kanamicina) 1 seguis mantenint les

propietats del plasmidi pKO3 requerides per als experiments de mutagenesi.

A la Figura 4.21 es presenta un esquema del plasmidi pKO3Km, construit en aquest
treball, 1 que va ser utilitzat per als experiments de mutagenesi.

Smal
Notl

Ncol

BamHl
m Notl
Spel (CamR)
Sall
repA kan
(pSC101-tS) (Kml;\
pKO3Km

Sall

6.9kb M13‘0/r'/

Ndel Nael

Hindll

Stul

Figura 4.21. Esquema del plasmidi pKO3Km construit en aquest treball

187



Estudi estructural i genétic del nucli del lipopolisacarid de Serratia marcescens N28b

4.2.1.2 Justificacio de I’eleccio del métode de mutagenesi

Existeixen diferents meétodes per a poder induir mutacions en el cromosoma bacteria
entre els quals s’hi inclouen 1’is de radiacions ultraviolades, el tractament amb certs
agents quimics i algunes manipulacions genétiques. Tant els tractaments amb radiacid
com amb agents quimics (agents alquilants, intercalants,...) poden generar en funcid de
la classe de mutagen diferents tipus de mutacions al llarg del cromosoma que van des de
mutacions puntuals o substitucions d’un parell de bases del gen a insercions i delecions
d’un o més parell de bases. Els efectes que provoquen aquestes mutacions poden ser
molt diversos, des de les que passen inadvertides perqué no tenen transcendeéncia
fenotipica com son les mutacions silencioses (aparicié d’un triplet que codifica per al
mateix aminoacid) o neutres (aparicid de triplets que codifiquin per aminoacids
diferents perd equivalents) a les que provoquen canvis evidents en les proteines perque

provoquen:

= [’aparici6 d’un codd de terminacid (mutacid sense sentit), que normalment
genera un producte génic no funcional;

= J’aparicio d’un nou triplet que codifiqui per un aminoacid de diferent tipus
(mutacié de canvi de sentit). Aquest tipus de mutacidé pot afectar en més o
menys grau I’estructura i la funcio de la proteina;

» ]’addici6 (insercid) o eliminacid (delecid) d’un parell o més de nucleotids que
no siguin multiples de tres (mutacions de canvi de fase o pauta de lectura).
Aquest tipus de mutacions alteren radicalment I’estructura i la funcid del

producte genic (Eisenstadt ez al., 1994).

Tots aquests metodes generen mutacions no dirigides que poden ocorrer en qualsevol
lloc del genoma i no en un gen especific. Hi ha altres metodes que impliquen
manipulacions genetiques que també poden generar mutacions no dirigides entre els
quals s’inclouen metodes per PCR, que es basen en la freqiiencia intrinseca de la Taq
polimerasa d’introduir errors durant la replicacid o bé metodes de mutagenesi
insercional que provoquen mutacions per mitja de la introduccié en el cromosoma
bacteria de cassets de kanamicina o de segments mobils d’ADN que s’anomenen
transposons, els quals incorporen sovint determinants de resisténcia a antibiotics com a
marcadors de seleccid. Altrament, la mutageénesi insercional també pot ser dirigida a

mutar un gen especific, que és el que es desitja quan es vol estudiar la funcié d’un gen

188



4. Resultats

determinat. El problema principal és que qualsevol inserci6 en un operd separa els gens
situats cap a I’extrem 3’(downstream) del seu promotor 1 aix0 pot conduir a I’anul-lacié
de ’expressio d’aquests gens a més de la del gen mutat. A més cal tenir en compte que
la inserci6 de qualsevol seqiiencia pot alterar la pauta de lectura del gen per la
introduccio d’un codd de parada i aixo també evita 1’expressid dels gens downstream.
Aquests efectes polars podrien dificultar I’assignacié d’un determinat fenotip al gen
mutat ja que seria problematic distingir si el fenotip aparegut correspon unicament al
gen mutat o €s degut als efectes sobre els gens adjacents. Tenint en compte que els gens
waa de S. marcescens N28b es troben agrupats en operons dins 1’agrupacié génica waa,
aquest metode de mutagenesi no és el més adequat per a assignar les funcions d’aquests.
Per aix0, es va optar per utilitzar un meétode de mutagénesi (veure seccid 3.4.12
Tecniques de mutagenesi) basat en el desenvolupat per Link er al., 1997, que permet
generar delecions precises en un determinat ORF mantenint la pauta de lectura i per tant
evitant els efectes polars que la mutacidé pot provocar sobre 1’expressio dels gens
adjacents d’un mateix operd. Aix0 s’aconsegueix aplicant les segiients regles en la

construcci6 de la delecid per PCR:
= els oligonucleotids s’han de dissenyar respectant la pauta de lectura original

* Ja delecid ha de mantenir els codons en direccid 3’ de I’inici del lloc de
traduccio i uns codons en direccid 5’ del codd de parada per a mantenir els llocs

d’unio als ribosomes

» les cues de 21 nucleotids complementaris dissenyades per Link et al., 1997 no
introdueixen cap codd de parada i son suficientment llargues per a permetre la
hibridacié dels dos fragments de PCR asimetrics i la posterior amplificacio en

un Unic fragment

A més per tal d’assegurar suficient homologia per a poder-se produir la recombinacid
durant la substitucid genica amb el vector pKO3, els dos fragments que flanquegen la

delecid han de tenir al voltant d’uns 500 pb (Link ef al., 1997).
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4.2.1.3 Caracteristiques genetiques dels mutants

Els diferents mutants que es van construir son derivats de S. marcescens N28b generats
a partir de delecions en diferents gens de 1’agrupacié genica waa. Per a construir
aquestes delecions es van realitzar primerament dos PCRs asimétriques per a generar
fragments a 1’esquerra (fragment AB) i a la dreta (fragment CD) del gen a delecionar,
els quals posteriorment van ser units a través de les “cues” amb 21 nucleotids
complementaris 1 amplificats com a un Unic fragment en una ultima reaccid
d’amplificaciéo amb els encebadors externs. El procediment usat per a generar aquestes
delecions esta descrit a la seccid 3.4.12 Tecniques de Mutagenesi. En la Taula 4.14 es
resumeix la construccid geénica de cadascun dels mutants generats en el present treball.
En la Taula 4.15 s’indiquen els encebadors usats per a la construccid, la temperatura
d’hibridaci6 i el temps d’extensié emprat, I’ADN motlle a partir del qual s’ha realitzat

I’amplificacié i la mida de la regi6é amplificada.

Taula 4.14. Resum de les construccions geniques dels mutants del nucli del

lipopolisacarid de S. marcescens N28b

Mutant Descripcié Delecié construida
N28bAorf4 Mutant derivat de N28b | 10 primers codons del gen orf4 + cua de 7 codons + 15
que conté una delecid en | ultims codons de orf4
el gen o774 (flanquejada per una regié de 479 pb cap a 3’ i per una
regido de 514 pbcapa 5’)
N28bAorf7 Mutant derivat de N28b | 13 primers codons del gen orf7 + cua de 7 codons + 18
que conté una delecié en | ultims codons de orf7
el gen orf7 (flanquejada per una regi6 de 489pb cap a 3’ i per una
regio de 563 pbcap a 5’)
N28bAwaaQ Mutant derivat de N28b | 18 primers codons del gen waaQ + cua de 7 codons + 19

que conté una delecid en
el gen putatiu waaQ

(0r/8)

ultims codons de waaQ
(flanquejada per una regié de 532 pb cap a 3’ i per una
regio de 379 pbcapa 5’)

N28bAorf9- orf10

Doble mutant derivat de
N28b que conté una
delecid en els gens orf9 i
orfl0

7 primers codons del gen orf9 + cua de 7 codons + 29
ultims codons de orf10

(flanquejada per una regié de 700 pb cap a 3’ i per una
regio de 450 pbcap a 57)

N28bAwaaE

Mutant derivat de N28b
que conté una delecid en
el gen putatiu waaE

(orf13)

6 primers codons del gen waaFE + cua de 7 codons + 24
ultims codons de waaFE

(flanquejada per una regié de 524 pb cap a 5’ i per una
regio de 403 pb cap a 37)
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Taula 4.15. Resum dels encebadors usats, regio amplificada i condicions de PCR (T? i
temps d’extensio) per a construir les diferents delecions per a generar els mutants

Mutant Reaccions | Encebadors | DNA Regio T® Temps
de PCR motlle amplificada | hibridacié | extensié
N28bAorf4 Fragment | ORF4.A CosFGR16 | 547 pb 57°C 45 seg
AB ORF4.B
Fragment | ORF4.C CosFGR16 | 525 pb 57°C 45 seg
CD ORF4.D
Fragment | ORF4.A Fragments | 1093 pb 57°C Imin 30seg
AD ORF4.D ABiCD
N28bAorf7 Fragment | ORF7.A CosFGR16 | 602 pb 58°C 1 min
AB ORF7.B
Fragment | ORF7.C CosFGR16 | 546 pb 58°C 1 min
CD ORF7.D
Fragment | ORF7.A Fragments | 1169 pb 58°C Imin 30seg
AD ORF7.D ABiCD
N28bAwaaQ Fragment | waaQ.A CosFGR16 | 432 pb 61°C 1 min
AB waa().B
Fragment | waaQ.C CosFGR16 | 592 pb 63°C 1 min
CD waaQ.D
Fragment | waaQ.A Fragments | 1045 pb 62 °C Imin 30seg
AD waaQ.D ABiCD
N28bAorf9- orf10 | Fragment | ORF9-10.A | CosR11 471 pb 55°C 1 min
AB ORF9-10.B
Fragment | ORF9-10.C | CosR11 787 pb 55°C 1 min
CD ORF9-10.D
Fragment | ORF9-10.A | Fragments [ 1279 pb 55°C 2 min
AD ORF9-10.D | ABiCD
N28bAwaaFE Fragment | waaE.A psKF41 542 pb 52°C 1 min
AB waaE.B
Fragment [ waaE.C psKF41 475 pb 54°C 1 min
CD waaE.D
Fragment | waaE.A Fragments | 1038 pb 52°C Imin 30seg
AD waaE.D ABiCD

En tots els mutants obtinguts, la delecié fou comprovada a partir de 1’amplificacid i

posterior seqiienciacid de la regié que flanquejava la mutacid, comprovant que es

mantingués la pauta de lectura. S’utilitzaren les segiients parelles d’encebadors:

- RSC.3 1 COMGT per al mutant N28bAorf4

- COMF1 1 COMF2 per al mutant N28bAorf7

- SB9 1 FUN12 per al mutant N28bAwaaQ

- SB11 i VAG?2 per al mutant N28bAorf9- orf10

- NIH3 i NIH4 per al mutant N28bAwaaE

191




Estudi estructural i genétic del nucli del lipopolisacarid de Serratia marcescens N28b

En la seccid 3.4.10.3 Encebadors usats en aquest treball, es proporciona
informacidé sobre la seqiiéncia nucleotidica 1 la localitzacié cromosdomica de tots

els encebadors utilitzats.

4.2.1.4 Determinacio del perfil electroforétic del LPS dels mutants

De tots els mutants obtinguts es van obtenir mostres per determinar el seu perfil
electroforetic en gels de SDS-PAGE i/o Tricina-SDS-PAGE. Aquests tltims tenen més
resolucid de les fraccions de baix pes molecular, i per tant, sén els més adequats per a
visualitzar les possibles alteracions del nucli del LPS provocades per les mutacions, que
a vegades poden ser canvis molt petits dificils d’apreciar en els gels de SDS-PAGE. No
obstant, les mutacions que afecten de manera important la mobilitat electroforetica
poden ser facilment observables en gels de SDS-PAGE, que alhora permeten visualitzar

millor la preséncia del patré d’escala caracteristic dels LPSs que presenten antigen O.

Els perfils electroforetics obtinguts per a cada mutant en gels de Tricina-SDS-PAGE es
mostren a la Figura 4.22, on es pot apreciar que la majoria de mutacions provocaren
canvis en el patrd electroforetic del nucli del LPS, indicant alteracions en aquest
oligosacarid. De fet, la major part de nuclis del LPS dels mutants migraven més rapid
que el de la soca salvatge, 1 aix0 indicava la pérdua en els primers de com a minim un o
dos monosacarids. No obstant, cal tenir en compte que el patré de migracié no només
depén del pes molecular de I’oligosacarid sind també de la carrega dels seus residus i
per aixo, el fet que un nucli del LPS migri més rapid que un altre no pot relacionar-se

nome¢s amb la pérdua de residus sacaridics.
Un altre factor a tenir en compte és que sovint les mutacions comportaren una pérdua

substancial d’antigen O unit al nucli, 1 aix0, podia anar relacionat amb 1’afectacié de la

mutacid a un enzim implicat en la transferéncia d’un residu de la cadena principal.
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1234 5678

Figura 4.22. Gels de Tricina-SDS-PAGE tenyits amb nitrat de plata de mostres de LPS

de diversos mutants de S. marcescens N28b

Carrils: (A) 1, S. marcescens N28b 04; 2, Mutant N28bAwaaE; 3, Mutant N28bAorf9- orf10; 4, Mutant
N28bAorf7; (B) 5, S. marcescens N28b O4; 6, Mutant N28bAwaaQ; 7, Mutant N28bAorf4; 8, Mutant
N28b4. Les mostres s’obtingueren segons el metode de Hitchcock i Brown, 1983. La linia vermella indica
la migracid del nucli del LPS de S. marcescens N28b (control) per tal de facilitar la comparacié dels
perfils electroforétics dels mutants amb el de la soca salvatge

4.2.2 ASSIGNACIO DE FUNCIONS PER ALS GENS DE L’AGRUPACIO waa
DE S. marcescens N28b

L’elucidacié de I’estructura quimica del nucli de S. marcescens N28b ens va permetre
proposar i corroborar funcions per a la resta de gens de 1’agrupacié waa en base als
analisis d’homologia de les seqiiencies d’aminoacids deduides de les ORFs i a estudis
de composicié quimica i/o estructural o de complementacid génica amb els diversos

mutants generats.

En els casos en que es van realitzar complementacions amb plasmidis recombinants,
sempre s’utilitza com a control el plasmidi sense cap fragment clonat, que en cap cas, va
complementar els mutants. Per a les complementacions, s’utilitzaren plasmidis
recombinants generats a partir del vector pGEMT, ja que permet el subclonatge
d’inserts directament a partir de fragments amplificats per PCR. A més, aquest vector té
I’avantatge de que permet la seleccid dels potencials recombinants transformats en la
soca XI1-Blue pel cribatge de colonies blanques (contenen I’insert) o blaves. En els

experiments de complementacié realitzats sobre mutants de S. marcescens, la seleccio
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dels transformants es va fer en un medi TSA suplementat amb una concentracid
d’ampicil-lina (2 mg/ml) superior a ’emprada en E. coli. A més, en tots els experiments
de complementacid, es comprova abans de transformar el mutant la correcta orientacio
de I’insert respecte al promotor del vector. En la Figura 4.23 es mostren els plasmidis
recombinants utilitzats en els experiments de complementaci6 amb gens de

S. marcescens N28b.

hldD  waaF waaC orf4 waal  orf6  orf7 waaQ" orf9 orfl0 orfll  waaAd waaE" coaD
CosFGR16
CosR11

pGEMT-waaQg,,
pGEMT-orf0,
pGEMT-orf10g,,
pGEMT-waaEg,

pGEMT-orf9-10g,,

Figura 4.23. Esquema de 1’agrupacié waa de S. marcescens N28b on s’indiquen els
mapes fisics dels plasmidis utilitzats en aquest treball per als experiments de

complementacio
(*) Només s’indica I’insert

4.2.2.1 ORFS8 (waaQ)

La proteina codificada per la orf8 estava formada per 360 aminoacids 1 presentava
nivells significatius de similitud (61-64%) i d’identitat (42-49%) amb la proteina ADP-
heptosa-LPS heptosiltransferasa 111 (WaaQ) de varis enterobacteris (Heinrichs et al.,
1998) on ¢és I’encarregada de transferir un residu de L,D-heptosa a la L,D-heptosa II del
nucli intern a través d’un enllag a(1—7). Aquesta proteina codificada per la orf8 de
S. marcescens N28b també presentava nivells elevats de similitud (78%) i d’identitat
(64%) amb la heptosiltransferasa 11l de K. pneumoniae 52145 (Regué et al., 2001).
D’acord amb aquestes dades previes, s’havia proposat que 1’orf8 podria codificar per
una proteina amb funcié heptosiltransferasa III i conseqiientment, se 1’havia anomenat

temptativament waaQ (Abitiu, 2000).
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La primera aproximacio que es va dur a terme per a identificar 1 corroborar la funcié
heptosiltransferasa Il proposada per a 1’orf8 consisti en la realitzacié6 d’estudis de
complementacidé geénica amb la soca NC19, que corresponia a un mutant derivat de
K. pneumoniae 52145 que presentava una mutacié en el gen waaQ (Regué et al., 2001).
L’analisi del perfil electroforétic d’aquest mutant en gels de Tricina-SDS-PAGE havia
posat préviament de manifest que aquest mutant tenia antigen O 1 migrava lleugerament
més rapid que la soca parental 52145 (veure Figura 4.24-A). A més, el LPS d’aquest
mutant mostrava una reduccié del contingut en L,D-Hep en comparacié amb la soca

parental (Regué ef al., 2001).

Aixi, per a I’estudi de complementacid, es va transformar el mutant NC19 amb el
plasmidi pGEMT-WaaQsn, que contenia el orf8 de S. marcescens N28b. L’analisi per
Tricina-SDS-PAGE va mostrar que el perfil electroforetic de la soca transformada era
identic al de la soca salvatge K. pneumoniae 52145 (veure Figura 4.24-A). Tanmateix,
I’analisi composicional per cromatografia de gasos va revelar que la soca transformada
tenia una composicié en L,D-Hep similar a la de la soca salvatge, recuperant la reduccid
observada en el mutant NC19 (veure Taula 4.16). Aquests resultats indicaven que el
orf8 de S. marcescens N28b era capa¢ de complementar la mutacio en el gen waaQ de
K. pneumoniae 52145 1 per tant, suggerien que 1’orf8 codificava per la ADP-heptosa-
LPS heptosiltransferasa III.

Com a ultima comprovacio, es va analitzar per Tricina-SDS-PAGE el LPS del mutant
N28bAwaaQ, obtingut pel metode descrit en la seccid 3.4.12 Tecniques de mutagenesi,
que contenia una delecid en el gen waaQ sense provocar efectes polars (veure seccid
4.2.1.3 Caracteristiques genetiques dels mutants). L analisi per Tricina-SDS-PAGE va
revelar que el LPS del mutant mantenia 1’antigen O i que el seu nucli migrava
lleugerament més rapid que el de la soca salvatge S. marcescens N28b, suggerint la
pérdua d’un residu (veure Figura 4.24-B). Aquests efectes observats com a
conseqiiencia d’una mutacio en el orf8 de S. marcescens N28b eren similars als

provocats per una mutacid del gen waaQ de K. pneumoniae 52145.

Tots els resultats obtinguts confirmaven la funci6 ADP-heptosa-LPS heptosiltransferasa
IIT per al producte génic codificat per la orf8 1 consegiientment, es va designar

definitivament com a waa(Q. D’altra banda, la complementacid satisfactoria del mutant
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NCI19 de K. pneumoniae amb el gen waaQ de S. marcescens N28b va permetre deduir
que I’HepllI del nucli intern del LPS de S. marcescens N28b, es trobava, com a la

majoria d’enterobacteris, en configuracié L,D.

AR = - B

1 2 3 12

Figura 4.24. Analisis per electroforesi en gels de Tricina-SDS-PAGE amb tincio de

nitrat plata de les segiients mostres de LPS:
Carrils: (A) 1, K. pneumoniae 52145 (soca salvatge); 2, Mutant NC19 (K. pneumoniae 52145AwaaQ);
3, NC19 + pGEMT-WaaQs,, (B) 1, S. marcescens N28b; 2, N28bAwaaQ

Taula 4.16. Composicié quimica del LPS de K. pneumoniae 52145, del mutant NC19 i
de la soca complementada NC19 + pGEMT-WaaQs,

Concentracié nmols / mg LPS
Gal GalA Gle L,D-Hep
52145 (soca salvatge) 919 83 387 228
NC19 (52145AwaaQ) 959 84 344 100
NC19 + pGEMT-WaaQyg,, 948 N.A 422 236

N.A: no analitzat

4.2.2.2 ORF13 (waaE)

Estudis previs realitzats pel nostre grup de recerca havien localitzat a I’extrem 3’ del
gen waaA un gen similar (waakE) a S. marcescens N28b 1 K. pneumoniae que no estava
present en les agrupacions waa de E. coli K12 1 S. enterica (Guasch et al., 1996; Regué
et al., 2001). El gen waaFE de S. marcescens N28b codificava per una proteina de 257

aminoacids que compartia alts nivells de similitud (80%) i d’identitat (70%) amb la

196



4. Resultats

proteina WaaE de K. pneumoniae (Regué et al., 2001) aixi com nivells significatius de
similitud amb la proteina LgtF de Haemophilus ducreyi (66% de similitud; 48%
d’identitat) (Filiatrault ez al., 2000) i amb d’ altres glicosiltransferases. Atés que la
proteina LgtF de Haemophilus ducreyi transferia un residu de D-glucosa a I’Hepl del
nucli intern del seu LOS per enllag B(1—4), es va suggerir que la proteina WaaE podria
realitzar la mateixa funcio a S. marcescens (Piqué, 2000). A més, 1’estructura coneguda
del nucli intern de K. pneumoniae, on s’havia identificat una proteina homologa a la

WaakE, presentava una D-glucosa unida en posicié B(1—4) a I’heptosa L.

Per intentar comprovar la hipotesi, vam generar el mutant N28bAwaaE per doble
recombinacio, segons el metode descrit a la seccid 3.4.12 Tecniques de mutagenesi, que
contenia una delecid en el gen waaFE sense provocar efectes polars (veure seccid 4.2.1.3

Caracteristiques genetiques dels mutants).

L’analisi del LPS (en mostres preparades segons el metode de Hitchcock 1 Brown,
1983) per Tricina-SDS-PAGE va revelar que el nucli del LPS del mutant N28bAwaaE
migrava notablement més rapid que el de la soca salvatge (veure Figura 4.25, carrils 1 1
2). A més, semblava que contenia antigen O, encara que en menor quantitat que en el
LPS de la soca salvatge. La presencia d’antigen O era coherent amb la funcid proposada
pel producte del gen waaFE, ja que si estava implicat en la transferéncia d’un residu
lateral, al no afectar la mutacié a la cadena principal del nucli del LPS, no hauria
d’interferir en la unié de I’antigen O a nivell de nucli extern. No obstant, el LPS
d’aquest mutant contenia menor quantitat d’antigen O que la soca salvatge N28b, i aix0
probablement es podria explicar pels canvis estructurals que provocaria la mutacio en el
gen waaE. Aquesta modificacio de ’estructura quimica en el substrat on actuaria
I’enzim WaaF, podria comportar una lleugera disminucié de I’eficiéncia del
reconeixement del substrat per part d’aquest enzim que veuria aixi dificultada la
incorporacié de I’Hepll, i consegiientment, algunes moleécules del LPS podrien quedar
truncades a nivell de cadena principal impedint la Iligacié de I’antigen O. Aquesta
hipotesi estava reforcada pel fet que quan es compararen els perfils electroforetics en
gels de SDS-PAGE del mutant N28bAwaaE extret per PCP o per fenol-aigua (veure
seccid 3.5 Estudi del lipopolisacarid) s’observaren en els dos casos molecules de LPS

en que el nucli presentava una major mobilitat electroforética que el de la soca salvatge
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pero on s’apreciaven diferéncies a nivell d’antigen O. Aixi, mentre que en el LPS extret
pel metode de PCP no s’hi observava molecules amb antigen O, en el LPS del mutant
extret per fenol-aigua s’hi detectaven moleécules amb el patrd d’escala caracteristic de
I’antigen O, la qual cosa suggeria la preséncia en el mutant d’'una mescla de molécules

de LPS amb 1 sense antigen O (veure Figura 4.26).

-
Ll
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Figura 4.25. Analisi per electroforesi en gels de Tricina-SDS-PAGE amb tinci6 de
nitrat de plata de les segiients mostres de LPS, preparades segons el metode de

Hitchcock 1 Brown, 1983:
Carrils: 1, S. marcescens N28b (soca salvatge); 2, N28bAwaaE; 3, N28bAwaaE + pGEMT-WaaE,;
4: N28bAwaaE + pGLU (plasmidi amb el gen /gtF de Haemophilus ducreyi)

123

Figura 4.26. Analisi per electroforesi en gel de SDS-PAGE amb tincid de nitrat de plata
de les segiients mostres de LPS:

Carrils: 1, S. marcescens N28b (soca salvatge); 2, N28bAwaaFE, extret per fenol-aigua; 3, N28bAwaaE,
extret per PCP
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Es va caracteritzar quimicament el LPS extret per fenol-aigua en comparacié amb el de
la soca salvatge a través de cromatografia de gasos i colorimetria (veure seccid 3.5
Estudi del lipopolisascarid). Tot 1 que els resultats obtinguts expressats en valors
absoluts no aportaren informacié significativa, quan es calcularen les relacions molars
(referides a un Kdo) es va poder apreciar una reduccié d’un 32% del contingut en
D-glucosa i una desaparicié practicament total del contingut en galacturonic en el LPS
del mutant (veure Taula 4.17). Aquests resultats podien ajustar-se a un possible defecte
en la glicosiltransferasa implicada en la transferéncia d’un residu de glucosa ramificat a
la Hepl del nucli intern, ja que tot i haver-hi una reduccié del contingut en glucosa, com
era d’esperar, no era total. Aquest fet podia ser atribuit a que I’antigen O del LPS
d’aquesta soca estava format per subunitats de repeticid constituides per ramnosa i
glucosa, i a més hi havia dos altres residus de glucosa en el nucli. D’altra banda, la
disminucié de la quantitat de galacturonic podria ser deguda a la perdua d’algun GalA
no estequiometric unit al residu de Glc, que comportaria una perdua de carrega negativa
1 per tant, aix0 podria explicar la gran alteracié de la mobilitat electroforetica del mutant

N28bAwaakE.

Taula 4.17. Composici6 quimica del LPS de S. marcescens N28b 1 del mutant
N28bAwaaE

Rha Glc GIeN ¢otal GalA L,D-Hep Kdo
C R C R C R C R C R C R
N28b 494 | 2,63 | 676 | 3,60 | 417 | 2,22 82 | 044 | 218 | 1,16 | 188 1

N28bAwaaE 666 | 2,32 | 700 | 2,43 | 627 | 2,18 12 ] 0,04 | 380 | 1,32 | 287 1

C: Concentracié de monosacarids a la mostra expressada en nmols/mg LPS; R: relacié molars referides al
Kdo (ombrejat)

L’elucidacié de I’estructura del nucli de S. marcescens N28b va posar de manifest la
presencia d’un residu de B-Glc unit per enllag B(1—4) a ’Hepl del nucli intern, com
havien apuntat les dades genétiques. Aquest tret estructural era compartit amb
K. pneumoniae o Haemophilus ducreyi. Altrament, resultats obtinguts en paral-lel pel
nostre grup d’investigacié van demostrar que el gen waaE de K. pneumoniae estava
implicat en 1’addicid del residu de D-Glc ramificada a la L,D-Hepl del nucli intern per

enllag f(1—4) (Izquierdo et al., 2002).
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Els elevats nivells de similitud de la proteina WaaE de S. marcescens N28b amb la
WaaE de K. pneumoniae, suggerien que ambdues proteines tenien la mateixa funcio,
més encara si es tenia en compte que els LPSs d’ambdoés bacteris compartien el mateix
tret estructural. A fi de comprovar aquesta hipotesi, es van dur a terme experiments de
complementacié transformant els mutants N28bAwaaE i1 NCI16 (mutant de
K. pneumoniae en el gen waaFE) (I1zquierdo et al., 2002) amb plasmidis que contenien el
gen waaE de S. marcescens (pGEMT-WaaEs,) o del seu homoleg waaFE de
K. pneumoniae (pGEMT-WaaEx,) (Regué et al, 2001). L’analisi del LPS per
electroforesi en gels de Tricina-SDS-PAGE va evidenciar que ambdds waaE homolegs
van ser capagos de complementar la mutacié en el gen waaE de les dues soques (veure
Figura 4.25, carril 3 — només mostrats els resultats de la complementacié del mutant
N28bAwaaE + pGEMT-WaaEk,). A més, el gen Igtl’ de Haemophilus ducreyi (plasmidi
pGLU) va ser capa¢ de complementar parcialment el mutant N28bAwaaE, ja que van
apareixer dues bandes, una que migrava al mateix nivell que la soca salvatge 1 I’altra
més semblant al mutant (veure Figura 4.25, carril 4). La falta de complementaci6 total
es va atribuir a diferéncies estructurals en I’entorn quimic de 1’Hepl sobre la que
actuaria la proteina WaaE o bé a una possible baixa eficiéncia en el reconeixement del

promotor del gen IgtF per part de la maquinaria d’expressid de S. marcescens.

En conjunt, els resultats obtinguts provaven que ambdos homolegs WaaE (de
K. pneumoniae 1 de S. marcescens) realitzaven la mateixa funcidé i per tant, es
reafirmava la hipotesi inicial proposada per la proteina codificada pel gen waaE de
S. marcescens N28b segons la qual seria I’encarregada de transferir per enllag B(1—4)
un residu de D-Glc a I’Hepl del nucli intern del seu LPS. A més, els resultats
satisfactoris de complementacié del mutant N28bAwaaE amb el gen waaFEx, (i
viceversa) ens suggeriren que el residu de B-Glc unit a I’Hepl del nucli intern del LPS

de S. marcescens N28b es trobava en configuracio D.
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4.2.2.3 ORF9iORF10

La proteina de 375 aminoacids codificada per la orf9 presentava alts nivells de similitud
(80%) 1 d’identitat (69%) amb la proteina del mateix nombre d’aminoacids codificada
per la orf8 de I’agrupacidé waa de K. pneumoniae C3 (Regué et al, 2001). A més,
ambdues proteines compartien cert grau de similitud amb les proteines WaaG de
Pseudomonas aeruginosa (Walsh et al., 2000), de S. enterica (Heinrichs et al., 1998) 1
de E. coli K12 (Sofia et al.,1994), R2, R3 i R4 (Heinrichs et al., 1998, 1998b) (43-45%
de similitud; 24-27% d’identitat). L’enzim WaaG en E. coli i1 S. enterica correspon a
una glicosiltransferasa encarregada de transferir la D-Glcl a la L,D-Hepll per enllag
a(1—3). No obstant, en base a ’estructura proposada en aquest treball, el residu de
L,D-Hepll del nucli del LPS de S. marcescens N28b estaria substituit en la posicié O-3
per un residu de a-galacturonic, i no per un residu de D-glucosa, com passa en els nuclis
de Salmonella i E. coli. De la mateixa manera, el residu de L,D-Hepll dels nuclis interns
de K. pneumoniae coneguts fins al moment (Vinogradov i1 Perry, 2001) estava substituit
a la posicido O-3 per un residu de a-D-galacturonic. Aquestes dades ens van portar a
pensar que la proteina codificada per la orf9 tindria una funcid diferent a la de les

proteines WaaG.

Pel que fa a la proteina de 366 aminoacids codificada per la orf10, presentava nivells
significatius de similitud (68%) i identitat (58%) amb una presumpta glicosiltransferasa
codificada per la orf9 de I’agrupacio waa de K. pneumoniae (Regué et al., 2001) i tenia
certs nivells de similitud (perd significativament més baixos) amb altres
glicosiltransferases suposadament implicades en la biosintesi del LPS de bacteris molt
allunyats de S. marcescens N28b. Tant les proteines codificades per la orf8 i orf9 de
I’agrupacio waa de K. pneumoniae com per la orf9 i orfl0 de S. marcescens N28b
pertanyen a la familia 4 de glicosiltransferases (d’acord amb la classificacio de les
glicosiltransferases CAZY (Carbohydrate Active enZYmes)), les quals actuen retenint la

configuracié del carboni anomeric.

Aquests resultats preliminars ens van fer pensar en la possibilitat que les orf9 1 orf10 de
S. marcescens N28b estiguessin implicades en la biosintesi de la regio del nucli del
LPS. Per provar aquesta hipotesi, vam generar el mutant N28bAorf9-orf10 per doble

recombinacio, segons el metode descrit a la seccid 3.4.12 Tecniques de mutagenesi, que
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contenia una doble delecio en les orf9 1 orfl0 sense provocar efectes polars (veure

seccid 4.2.1.3 Caracteristiques genétiques dels mutants).

L’analisi del LPS per Tricina-SDS-PAGE va revelar que el nucli del LPS del mutant
N28bAorf9-orfl10 migrava notablement més rapid que el de la soca salvatge (veure
Figura 4.27, carrils 2 i 1, respectivament). A més, practicament desapareixia 1’antigen
O. Ates que el mutant doble N28bAorf9-orf10 presentava presumiblement una doble
mutacid a nivell de cadena principal esperavem que aquest mutant doble no presentés
gens d’antigen O, suposant que aquest s’unis al residu terminal de B-Glc del nucli
extern. No obstant, en els gels de Tricina-SDS-PAGE s’observaven quantitats molt
residuals d’antigen O, gairebé no apreciables. Per aquest fet, vam trobar dues
explicacions plausibles: 1) L’antigen O podria lligar-se de forma preferent a la cadena
principal perd parcialment a algun residu ramificat. Per exemple, podria unir-se a la
B-Glc lligada per enllag B(1—4) a I’Hepl, on en el cas de Haemophilus o Neisseria
constitueix el residu a partir del qual s’estén la cadena a (Michon ef al., 1990); 2) La
mostra de LPS analitzada podria tenir contaminants procedents de la capsula o de
polisacarids extracel-lulars que podrien estar units a les envoltes bacterianes. No
obstant, tenint en compte que la capsula del serovar de S. marcescens N28b utilitzat en
aquest treball estaria constituida basicament per manosa i galactosa (Aucken et al,
1998) 1 considerant el fet que en els analisis realitzats en mostres de LPS sencer
d’aquest mutant es detectaren quantitats significatives de ramnosa pero no de galactosa i
manosa, vam considerar que, en el cas que fossin contaminants, el més probable és que

procedissin e polisacarids no capsulars.

El mutant N28bAorf9-orfl10 es va transformar amb els plasmidis pGEMT-Orf9-10s,,
pGEMT-Orf9sm, 1 pGEMT-Orf10s, per tal d’observar si eren capacos de complementar
el mutant. La seleccid dels transformants es feu per resisténcia a I’antibiotic ampicil-lina
(2mg/ml) i comprovant la correcta orientacié de I’insert respecte al promotor del vector.
Com era d’esperar, la introduccio del plasmidi pGEMT-Orf9-10s,,, que contenia els dos
orf9 1 orf10 de S. marcescens N28b va ser capa¢ de recuperar el perfil electroforétic de
la soca salvatge N28b (veure Figura 4.27, carril 3) mentre que cap dels orf9 o orf10 per

separat van poder complementar la doble mutacié (resultats no mostrats).
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D’altra banda, la similitud entre els orf9 i orf10 de S. marcescens N28b 1 els orf8 1 orf9
de K. pneumoniae indicaven que aquestes ORFs podrien realitzar funcions similars en la
biosintesi del nucli intern d’ambdues especies. Refor¢aren aquesta hipotesi els resultats
obtinguts pel nostre grup d’investigacié en un analisi per electroforesi en gels de
Tricina-SDS-PAGE on es va poder observar que la introduccid del plasmidi pGEMT-
Orf8-9, en el mutant N28bAorf9-orfl10 era capa¢ de complementar quasi totalment el
doble mutant de S. marcescens N28b (veure Figura 4.27, carril 4) (Izquierdo, 2003). La
falta d’'una complementacid total podia ser deguda a diferéncies estructurals en els

residus reconeguts per les proteines d’una especie i altra.
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Figura 4.27. Analisis per Tricina-SDS-PAGE amb tincié de plata de les segiients
mostres de LPS:

A) 1: S. marcescens N28b (soca salvatge); 2: Mutant N28bAorf9-orf10; 3: Mutant N28bAorf9-orf10 +
pGEMT-Orf9-10g,,,, 4: Mutant N28bAorf9-orf10 + pGEMT-Orf8-9,,

Per tal d’identificar la funci6 dels gens orf9 1 orf10 de 1’agrupaci6 waa de S. marcescens
N28b, es va decidir caracteritzar quimicament la regi6é del nucli del LPS del mutant
N28bAorf9-orf10, seguint una metodologia similar a la emprada per a 1’aillament de la

regio del nucli del LPS de la mostra N28b4.

Per aillar la regi¢ del nucli, en primer lloc es va extraure LPS del mutant. S’agafaren
60 mg de LPS extret i es va dur a terme una hidrolisi suau amb acid acetic 1% per
alliberar la regidé polisacaridica del lipid A, seguint el procediment descrit a la seccid
3.5.5.1 Hidrolisi amb acid acetic. Com a resultat d’aquesta hidrolisi, s’obtingueren
15 mg (25%) de fraccid polisacaridica, els quals s’aplicaren a una columna Sephadex
G-50 (veure seccid 3.5.5.2.1 Cromatografia per gel-filtracio). El cromatograma

obtingut (veure Figura 4.28) posa de manifest la preséncia de dos pics (A i B) i era
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notablement diferent del cromatograma préviament obtingut pel LPS hidrolitzat de la
soca salvatge (veure Figura 4.18). Aix0 podia indicar la preseéncia de canvis importants
en el nucli. D’aquests dos pics, la fraccié B havia de correspondre a 1’oligosacarid del
nucli, que altrament, era la majoritaria. Com ja s’ha comentat anteriorment per les
mostres N28b 1 N28b4, el primer pic correspon als polisacarids de més alt pes molecular
1 per tant, si s’havia expressat antigen O en alguna proporcié o bé hi havia una mescla
de polimers capsulars o d’altres exopolisacarids calia esperar que es localitzessin en la

primera fraccio.

N28bAorf9-10-B

N28bAorf9-10-A Fiity
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Figura 4.28. Cromatograma obtingut per cromatografia de gel-filtracié en columna
Sephadex G-50 després de la hidrolisi amb acid acétic del LPS del mutant N28bAorf9-orf10

Els resultats dels analisis de composicid realitzats sobre la fraccio N28bAorf9-10-B
corresponent a la regi6 del nucli del LPS del mutant van revelar una davallada important
en el contingut de glucosa i la preseéncia unicament de traces de glucosamina, d’acid
galacturonic 1 de D,D-heptosa (veure Taula 4.18), que van ser considerats contaminants
de la mostra. A part de Kdo i L,D-Hep, per GC-MS es va poder identificar la preséncia

de quantitats molt baixes de Ko.
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Taula 4.18. Composicid6 en sucres de les fraccions N28bAorf9-10-B 1 N28b-B
corresponents a la regid del nucli del LPS del mutant i de la soca salvatge,
respectivament

Concentracio nmols / mg fraccio

Rha | Glc | Gal | GalA | GIcN | L,D-Hep | D,D-Hep | Kdo gq

N28bAorf9-10-B >0 48 >0 >0 >0 334 >0 231

N28b-B 20 497 >0 71 N.A. 352 107 215

N.A.: no analitzat

La fraccido N28bAorf9-10-B també es va analitzar per cromatografia d’intercanvi ionic
d’alta resolucio (HPAEC) (veure seccid 3.5.5.2.2 Cromatografia d’intercanvi ionic
d’alta resolucio (HPAEC)) i es va comparar el seu perfil cromatografic amb I’obtingut
per la mostra N28b-B corresponent a la regié del nucli de la soca salvatge. Les dues
mostres van ser analitzades en una columna CarboPac™ PA-100 (4 x 250 mm, Dionex
Corp.) aplicant un gradient lineal de 1% — 100% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant
60 minuts i a un flux de 1 ml/min. Els cromatogrames obtinguts per a les dues mostres
(veure Figura 4.29) van posar de manifest diferéncies estructurals importants entre els
dos nuclis, ja que s’obtingueren perfils cromatografics forga diferents. El més
destacable perd fou que la majoria de pics corresponents a la regi6 del nucli del mutant
eluiren entre els 2 i els 15 minuts mentre que els de la soca salvatge ho feren a temps de
retencio superiors (majoritariament entre 16 1 29 minuts). Aquestes dades feien pensar
que la regid del nucli del mutant N28bAorf9-orf10 era una estructura notablement més
petita que la de la soca salvatge i aix0 explicaria la important reduccido en la

concentracio de residus sacaridics observada en aquesta mostra.
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Figura 4.29. Cromatogrames obtinguts per a la separacid per HPAEC de les mostres
N28bAorf9-10-B (I) i N28b-B (II) corresponents a les fraccions del nucli del LPS del

mutant N28bAorf9-orf10 i de la soca salvatge N28b, respectivament
Columna: CarboPacTM PA-100 (4 x 250 mm, Dionex Corp.); gradient: 1% — 100% de 1M NaAc /
0,1M NaOH durant 60 minuts a un flux 1 ml/min

206



4. Resultats

Finalment, la fraccio del nucli del LPS del mutant N28bAorf9-orf10 es va analitzar per
espectrometria de masses de ressonancia d’i6 ciclotré per transformada de Fourier i
ionitzacio per electrosprai (ESI FT-ICR-MS), segons el metode descrit a la seccid 3.5.7
Espectrometria de Masses. L’espectre de masses amb deconvulacid de la carrega
obtingut (veure Figura 4.30) mostra dos pics de més intensitat a 622,19 Da i 604,17 Da
que corresponien a la massa molecular calculada per a un oligosacarid constituit per dos
residus d’heptosa 1 un Kdo (massa calculada de 622,20 Da) i el seu producte anhidre
(massa calculada de 604,19 Da). Es va identificar un altre pic a 858,25 Da que
corresponia a 1’oligosacarid anterior més una molécula de Ko (Hep,KdoKo) (massa
calculada de 858,26 Da), del qual es van poder identificar els adductes Na-H i K-H (pics
a 880,24 1 896,20 Da, respectivament). La resta de pics, de més baixa intensitat, que

aparegueren a I’espectre no els vam poder assignar.
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Figura 4.30. Espectre de masses ESI FT-ICR amb deconvolucio6 de la carrega obtingut
per a la fraccid N28bAorf9-10-B

Aquesta fraccid correspon a 1’oligosacarid del nucli aillat a partir del LPS del mutant N28bAorf9-orf10
després de la hidrolisi suau amb acid acetic i la separacio per cromatografia gel-filtracié en columna
Sephadex G-50. Els niimeros de masses es refereixen a les masses moleculars monoisotopiques de la
molécula neutra. Amb +22 Da i + 38 Da s’indiquen els adductes de sodi i potassi, respectivament. Amb
-18 s’indica la forma anhidre
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Considerant 1’estructura proposada per a la regié del nucli del LPS de S. marcescens
N28b 1 les dades obtingudes per masses, el nucli del LPS del mutant N28bAorf9-orf10
tindria una estructura truncada a partir de I’Hepll de la cadena principal en la que també
hi estarien absents I’HeplII ramificada i la Glcl unida a I’Hepl (veure Figura 4.31). Ates
que les activitats enzimatiques responsables de la transferéncia de 1’heptosa III i de la
Glcl ja havien estat préviament assignades als productes dels gens waaQ 1 waakF,
respectivament, els gens orf9 1 orf10 de I’agrupacid waa de S. marcescens N28b havien
de codificar pels enzims implicats en la transferéncia dels residus de D-GlcN 1 D-GalA.
Aquestes dades estan d’acord amb els resultats dels analisis de composicid realitzats
sobre la regié del nucli del LPS d’aquest mutant, on practicament no s’hi va detectar ni

glucosamina ni acid galacturonic 1 a més, s’observa una forta reduccié de glucosa.

La identificacio de les predites activitats D-GIcN 1 D-GalA transferasa a cadascuna de
les orf9 o orfl0 de S. marcescens N28b va ser possible gracies als coneixements
adquirits en K. pneumoniae durant la realitzacié del present treball. La comparacio de
I’estructura proposada pel nucli del LPS de S. marcescens amb la coneguda pels
diferents serovars de K. pneumoniae, va posar de manifest que en ambdues estructures
I’Hepll estava substituida en la posici6 O-3 per wun disacarid de
a-GlcN-(1—4)-a-GalA, on en el cas de K. pneumoniae els monosacarids estaven en la
configuracié absoluta D. Resultats obtinguts en paral-lel pel nostre grup d’investigacio
atribuiren a la proteina codificada per la orf8 de K. pneumoniae (WabQ) la transferencia
del residu de a-D-GalA a I’Hepll (Izquierdo, 2003). Considerant que ambdds bacteris
compartien el mateix tret estructural 1 que la proteina codificada per la orf9 de
S. marcescens presentava alts nivells de similitud (80%) 1 d’identitat (69%) amb la
proteina WabG de K. pneumoniae, vam proposar 'orf9 de S. marcescens com la
responsable de la transferéncia del residu d’acid galacturonic i per tant, vam decidir
denominar D'orf9 com wabG. La complementacid satisfactoria d’un mutant de
K. pneumoniae 52145 en el gen wabG amb el plasmidi pGEMT-Or19g,, va corroborar la
nostra suposicié (Izquierdo et al., 2003). Per eliminacid, la transferéncia del residu de
a-GlcN al a-GalA es va atribuir a la proteina codificada per la orf10 de S. marcescens
N28b. Aquesta presentava nivells significatius de similitud (68%) 1 d’identitat (58%)
amb la proteina codificada per la orf9 de I’agrupacid waa de K. pneumoniae. Resultats
obtinguts en paral-lel pel nostre grup d’investigacidé van permetre proposar la mateixa

funcid GlcN transferasa per a la proteina codificada per a la orf9 (wabB, posteriorment
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wabH) de K. pneumoniae (1zquierdo, 2003) 1 per tant, per homologia vam anomenar la

orf10 de S. marcescens com a wabH (veure seccio 5. Discussio).

Els resultats obtinguts per al mutant N28bAorf9-orfl0 van ser utils per a proposar la
configuracié absoluta d’alguns dels residus del nucli intern del LPS de S. marcescens
N28b, que no va ser determinada en aquest treball. D’una banda, com no es van detectar
residus de D,D-Hep pero si residus de L,D-Hep en els analisis de composicid realitzats
sobre la regié del nucli del mutant, es va assumir que els primers dos residus d’heptosa
(Hepl 1 Hepll; C i D en la Figura 4.31) del nucli intern del LPS de S. marcescens N28b,
es trobaven en configuracié L,D, com a la resta d’enterobacteris. A més, suposant que hi
hagués un tercer residu d’heptosa (Heplll; H en la Figura 4.31), no identificat per
masses, aquest també havia de ser L,D-Hep ates als resultats de composicio del mutant.
Aquestes dades alhora recolzaven la configuracié L,D per a la Heplll proposada
anteriorment a partir dels estudis de complementacié del mutant NC19 amb el gen
waaQ de S. marcescens (veure seccid 4.2.2.1 ORFS§). D’altra banda, els resultats
satisfactoris de la complementacié del mutant N28bAorf9-orfl0 amb el plasmidi
pGEMT-Orf8-9«, mencionats anteriorment, ens van permetre proposar la configuracid
D per als residus de a-GIcN 1 a-GalA (residus F 1 B, respectivament, en la Figura 4.31),

ja que aquests dos residus a K. pneumoniae tenien aquesta configuracio.
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Figura 4.31. Estructura proposada per a la regid del nucli del LPS de S. marcescens N28b
En verd, es mostra 1’efecte provocat per les mutacions en els orf9 i orfl0 de I’agrupaciéo waa d’aquest
enterobacteri. En blau s’indiquen les funcions proposades en aquest punt del treball per al gens de
I’agrupacio waa. En vermell, es ressalta 1’estructura del mutant identificada per masses

4.2.2.4 ORF7iORF11

A través de diferents cerques amb el programa BLAST, es va determinar que la orf7
codificava per una proteina de 364 aminoacids que presentava similitud amb proteines
amb funcid6 ADP-heptosa-LPS heptosiltransferasa d’altres enterobacteris i fins i tot de
bacteris llunyanament relacionats. Semblantment, una altra proteina de 337 aminoacids
codificada per la orf1/ també compartia similitud amb proteines amb funci6 ADP-
heptosa-LPS heptosiltransferasa (Abitiu, 2000). A més, ambdues proteines presentaven
dominis caracteristics de glicosiltransferases de la familia 9 (PFAM) que agrupa les
heptosiltransferases que transfereixen residus d’heptosa en el nucli del LPS.
Concretament, la proteina codificada per la orf7 presentava certs nivells de similitud
(41 — 50%) 1 d’identitat (23 — 30%) amb les proteines WaaF d’altres membres de la

familia Enterobacteriaceae, implicades en la transferéncia de la L,D-Hepll del nucli
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intern. La proteina codificada per la orf11 compartia cert grau de similitud (41 — 45%) 1
identitat (23 — 26%) amb les proteines WaaQ d’altres enterobacteris, implicades en la

transferencia de la L,D-HepllII ramificada.

L’existéncia d’aquestes dues heptosiltransferases era compatible amb 1’estructura
proposada per al nucli del LPS de S. marcescens N28b, on s’hi localitzaven cinc residus
d’heptosa. Tenint en compte que ja havien estat assignats els gens implicats en la
transferéncia dels tres residus de L,D-Hep del nucli intern, era d’esperar que les
proteines codificades per les orf7 i orfll fossin responsables de la transferéncia del

disacarid a-Hep-(1—2)- a-Hep del nucli extern de S. marcescens N28b.

Per tal de comprovar aquesta hipotesi 1 identificar quina proteina transferia cada
monosacarid en particular, es va construir el mutant N28bAorf7 per doble recombinacio,
segons el metode descrit a la seccid 3.4.12 Tecniques de mutagénesi, que contenia una
deleci6 en el gen orf/7 sense provocar efectes polars (veure seccido 4.2.1.3

Caracteristiques genétiques dels mutants).

L’analisi del LPS per Tricina-SDS-PAGE va revelar que el nucli del LPS del mutant
presentava antigen O 1 migrava lleugerament més rapid que el de la soca salvatge (veure
Figura 4.22-A, carril 4), la qual cosa ens suggeria la perdua d’un o maxim dos residus
neutres. Aquests resultats eren coherents amb la possible peérdua del disacarid a-Hep-
(1-2)-a-Hep, ja que al tractar-se d’una ramificacio lateral no era d’esperar que afectés

la preseéncia d’antigen O.

Per a caracteritzar quimicament el mutant es va extraure el seu LPS pel metode de fenol
1 aigua i es va analitzar la seva composicié quimica comparant-la amb la de la soca
salvatge. Els resultats d’aquest analisi (veure Taula 4.19) ens indicaren que el mutant
tenia la mateixa composicid qualitativa que la soca salvatge i en particular, la preseéncia
de ramnosa en el mutant en quantitats similars a les de la soca salvatge era coherent amb
la preséncia d’antigen O. Pel que fa al contingut en L,D-heptosa no es veia disminuit
mentre que la D,D-heptosa estava reduida a la meitat. En ambdues mostres s’hi va

detectar per GC-MS petites quantitats de Ko.
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Taula 4.19. Composicid qualitativa 1 quantitativa en sucres (neutres, acids uronics,
glucosamina, Kdo) i fosfats del LPS sencer del mutant N28bAorf7 en comparacié amb
els de la soca salvatge S. marcescens N28b

Concentracié nmols / mg LPS

Rha | Man | Glc | Gal | GalA L,.D- | D,D- GlcN | Fosfat Kdo yc;
Hep | Hep unida | organic

N28bAorf7 492 28 874 17 85 296 23 364 304 243

N28b 494 24 676 | >0 82 218 65 4179 376 188

a) Aquest valor correspon a GlcN total enlloc de GlcN unida (GleN total — lliure) perqué la GIeN lliure no
es va poder determinar per excessiu error analitic

A fi d’aillar la regié del nucli i poder apreciar més facilment els efectes provocats per la
mutacid, en primer lloc es va dur a terme una hidrolisi suau amb acid acetic 1% amb
60 mg del LPS extret del mutant seguint el procediment descrit a la seccio 3.5.5.7
Hidrolisi amb acid aceétic. S’obtingueren 26 mg (43%) de fraccid polisacaridica que
s’aplicaren a una columna Sephadex G-50 (veure seccio6 3.5.5.2.1 Cromatografia per gel-
filtracio). S’obtingué el cromatograma que es mostra a la Figura 4.32 a on es van poder
observar tres pics. Per analogia amb el cromatograma obtingut anteriorment per a la
mostra salvatge que també presentava antigen O (veure Figura 4.18), el pic corresponent

a la fraccio N28bAorf7-B, corresponia a la fracci6 del nucli del LPS del mutant.

N28bAorf7-B
N28bAorf7-A

N28bAorf7-C

Figura 4.32. Cromatograma obtingut per cromatografia de gel-filtracié6 en columna
Sephadex G-50 després de la hidrolisi amb acid acetic 1% del LPS del mutant
N28bAorf7
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Seguidament, s’analitza la composicio de la fraccio N28bAorf7-B i es compara amb els
resultats obtinguts per a la fraccio N28b-B corresponent a la regié del nucli del LPS de
la soca salvatge (veure Taula 4.20). L’analisi comparatiu va revelar una reduccid
significativa del contingut en D,D-heptosa (aproximadament del 70%) en el mutant

mentre que el contingut en L,D-heptosa no es va veure afectat.

Taula 4.20. Composicio en sucres de les fraccions N28bAorf7-B 1 N28b-B
corresponents a la regid del nucli del LPS del mutant i de la soca salvatge,
respectivament

Concentracio nmols / mg fraccio

Rha Gle Gal GalA L,D-Hep | D,D-Hep Kdo y
N28bAorf7-B 84 692 >0 66 402 34 194
N28b-B 20 497 >0 71 352 107 215

Si la nostra hipotesi inicial era certa i per tant, el gen orf7 codificava per un dels enzims
implicats en la transferéncia d’alguna de les dues heptoses del nucli extern, al tractar-se
d’una ramificacié lateral amb monosacarids neutres, no caldria esperar variacions
importants del perfil cromatografic de I’oligosacarid del nucli per HPAEC. Per a
comprovar-ho, es varen injectar 60 pl de les fraccions N28bAorf7-B i N28b-B a una
columna analitica CarboPac™ PA-100 (4 x 250 mm, Dionex Corp.) aplicant un
gradient lineal de 1% — 100% de 1M NaAc en 0,1M NaOH durant 60 minuts 1 a un
flux de 1 ml/min (veure seccid 3.5.5.2.2 Cromatografia d’intercanvi ionic d’alta
resolucio(HPAEC)). Tal 1 com es pot observar a la Figura 4.33, els cromatogrames
obtinguts mostraren un perfil de pics similar (si bé de menys intensitat en el mutant) que
apareixien a uns temps de retencid practicament iguals en ambdues mostres. Aquests
resultats reforcaven la nostra hipotesi. D’altra banda, el fet que en el mutant s’observés
un nombre considerable de pics, ens indica que la regié del nucli del seu LPS estava
formada per una mescla complexa d’oligosacarids estructuralment relacionats, igual que

s’observava en la soca salvatge.

Finalment, la fracci6 del nucli del LPS del mutant N28bAorf7 es va analitzar per
espectrometria de masses de ressonancia d’i6 ciclotré per transformada de Fourier i
ionitzacid per electrosprai (ESI FT-ICR-MS), segons el metode descrit a la seccio 3.5.7

Espectrometria de Masses. L’espectre de masses amb deconvolucid de la carrega que
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s’obtingué (veure Figura 4.34) mostra logicament un patrd complex de pics de diferents
masses. A la Taula 4.21 es mostra la composicid proposada per cadascun dels pics que

van poder ser assignats a partir de les masses moleculars identificades.
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Figura 4.33. Cromatogrames obtinguts per a la separacié per HPAEC de les mostres
N28bAorf7-B (I) i N28b-B (II) corresponents a les fraccions del nucli del LPS del

mutant N28bAorf7 i de la soca salvatge N28b, respectivament
Columna: CarboPacTM PA-100 (4 x 250 mm, Dionex Corp.); gradient: 1% — 100% de 1M NaAc /
0,1M NaOH durant 60 minuts a un flux 1 ml/min
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Figura 4.34. Espectre de masses ESI FT-ICR amb deconvolucié de la carrega obtingut

per a la fraccido N28bAorf7-B

Aquesta fraccid correspon a 1’oligosacarid del nucli aillat a partir del LPS del mutant N28bAorf7 després
de la hidrolisi amb acid acetic 1% i la separacid per cromatografia gel-filtracidé en columna Sephadex
G-50. Els nimeros de masses es refereixen a les masses moleculars monoisotopiques de la molécula
neutra. +22 Da, +44 i + 38 Da indiquen els adductes de sodi, dos sodis i potassi, respectivament. El -18
indica la forma anhidre

Tal 1 com s’observa a la Figura 4.34 i a la Taula 4.21, el segon grup de pics de més
intensitat (pic 2) foren els de masses moleculars 1.637,54 1 1.619, 53 que quadraven
perfectament amb la massa molecular calculada per a una molécula constituida per
KdoHep;HexAHex;HexN i1 la seva forma anhidra, respectivament. El pic de més
intensitat (pic 1) aixi com els pics 3 1 4 constituien tots ells variants del pic 2 amb les

segiients modificacions:

- substitucio6 per un residu addicional d’acid hexosuronic, en el cas del pic 1 de la
Figura 4.34 (massa de 1.813,56 Da);

- substitucid per un residu addicional d’acid D-glicero-D-talo-oct-2-ulosonic (Ko)
1 d’un residu addicional d’acid hexosuronic, en el cas del pic 3 de la Figura 4.34

(massa de 2.049,64 Da);
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- substitucid per un residu addicional d’acid hexosuronic i d’un possible grup

fosfat, en el cas del pic 4 de la Figura 4.34 (massa de 1.893,54 Da).

Taula 4.21. Masses moleculars identificades en 1’espectre de masses ESI FT-ICR de la
mostra N28bAorf7-B, que correspon a la fraccié del nucli del LPS del mutant
N28bAorf7®

N° Massa molecular (Da) Composicio quimica proposada

pic Identificada | Calculada

. 1.813,56 1.813,55 KdoHep;HexA,Hex;HexN
1.795,55 1.795,54 Forma anhidra

5 1.637,54 1.637,52 KdoHep;HexAHex;HexN
1.619,53 1.619,51 Forma anhidra

3 2.049,64 2.049,61 KdoKoHep;HexA,Hex;HexN

A 1.893,54 1.893,52 KdoHep;HexA,Hex;HexNP
1.875,53 1.875,51 Forma anhidra

5 2.021,69 2.021,65 KdoHepsHexAHex;HexN
2.003,66 2.003,63 Forma anhidra

6 2.257,76 2.257,71 KdoKoHepsHex; HexAHexN

Kdo: acid 3-deoxi-D-manno-oct-2-ulopiranosonic; Ko: acid D-glicero-D-talo-oct-2-ulosonic; Hep:

heptosa; Hex: hexosa; HexA; acid hexosuronic; HexN: hexosamina; P: fosfat

a) Es llisten unicament les masses moleculars monoisotopiques de la molécula neutra. Els pics
s’enumeren en ordre decreixent d’intensitat i els nimeros que tenen assignats corresponen als que es
mostren a la Figura 4.34. No es llisten els adductes de sodi, 2 x sodi i potassi (+22 Da, +44 Da i +
38 Da, respectivament) que s’observen a I’espectre de masses

b) Pel calcul teoric del pes molecular de cada oligosacarid s’ha considerat les masses moleculars de
cadascun dels monosacarids individuals més una molécula d’aigua. Masses moleculars dels
monosacarids: HexN: 161,06 Da; Hex: 162,05 Da; HexA: 176,03 Da; Hep: 192,06 Da; Kdo:
220,05 Da; Ko: 236,06 Da

Considerant 1’estructura proposada per al nucli del LPS de S. marcescens N28b, les
dades obtingudes per espectrometria de masses ens suggeriren que el nucli del LPS del
mutant N28bAorf7 estava constituit majoritariament per un oligosacarid sense les dues
heptoses ramificades del nucli extern, el qual a més podria presentar algunes
substitucions no-estequiometriques amb un segon residu d’un acid hexosuronic, de Ko i
fins 1 tot, podrien existir derivats monofosforilats. Aquests resultats eren coherents amb
els obtinguts préviament en els analisis per espectrometria de masses realitzats sobre el
nucli del LPS de la soca salvatge 1 del mutant deficient en antigen (veure seccid 4.1.6 i
4.1.7), on ja s’havia pogut observar especies derivades de I’oligosacarid del nucli

principal que presentaven aquest tipus de substitucions.
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A part d’aquests pics, també es van detectar uns de baixa intensitat (pics 5 1 6) les
masses moleculars dels quals (2.021,69 1 2.257,76) quadraven amb un oligosacarid
constituit per KdoHepsHexAHex;HexN (massa calculada 2.021,65 Da), que
correspondria a 1’estructura proposada pel nucli complert del LPS de S. marcescens
N28b, 1 amb un oligosacarid de la mateixa composicid que estaria substituit per un
residu de Ko (massa calculada 2.257,71Da), respectivament. L’existéncia d’aquests
oligosacarids “complerts” en la regi¢ del nucli del mutant, que cal insistir que es troben
en baixa proporcid respecte als desproveits del disacarid d’heptosa del nucli extern,
podria ser explicada pel fet que, amb molt baixa eficiéncia, alguna altra
heptosiltransferasa implicada en la biosintesi del nucli pogués actuar i suplir els efectes
provocats per la mutaci6 en orf7. Per exemple, la proteina codificada per orf1] podria

col-locar dues Hep a la Hep III en preséncia d’una mutaci6 en orf7.

La composicio predita pel mutant N28bAorf7 a partir de masses ens va permetre
corroborar la presumpta funcié heptosiltransferasa proposada per la proteina codificada
per la orf7 1 identificar la seva funci6. Com els enzims responsables de la transferéncia
de les tres heptoses del nucli intern ja havien estat assignats i a més, en 1’analisi de
masses del mutant N28bAorf7 no es va observar cap pic que pogués correspondre a la
massa molecular d’un oligosacarid constituit per KdoHepsHexAHex;HexN, és a dir per
quatre heptoses enlloc de les tres observades en el mutant N28bAorf7, la orf7 havia de
codificar per I’enzim que transferis la a-HeplV ramificada a la posici6 2 del a-GalA de
la cadena principal. Aquestes dades estarien d’acord amb els resultats obtinguts per
electroforesis en gels de Tricina-SDS-PAGE 1 per les dades de composicid del nucli del
LPS del mutant. Atés que no es coneixia un altre proteina amb aquesta funcié la vam

anomenar wabP.

D’altra banda, els resultats de composicid obtinguts pel mutant N28bAorf7 ens van
permetre proposar la configuracié absoluta D,D pel residu de a-HeplV transferit per la
proteina codificada per la orf7, ja que en I’analisi de composicié realitzat sobre la
fraccidé del nucli del LPS del mutant s’hi observa una reduccid drastica (~70%) del

contingut en D,D-Hep mentre que el contingut en L,D-Hep no es va alterar.
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Finalment, arribats a aquest punt, va ser possible llengar una hipotesi sobre la funcié de
la proteina codificada per la orfI11 de I’agrupacié waa de S. marcescens N28b. Ateés que
aquesta proteina compartia similitud amb proteines amb funcié heptosiltransferasa i,
que en base a I’estructura de nucli de LPS de S. marcescens N28b tan sols quedava per
assignar 1’heptosiltransferasa implicada en la transferéncia del residu terminal de
a-heptosa del nucli extern, es podria suggerir que la proteina codificada per la orfl1

podria ser la responsable d’aquesta activitat i la vam anomenar wabQ.

4.2.2.5 ORF4iORFo6

La orf4 i la orf6 de 1’agrupacid waa de S. marcescens N28b codificaven per proteines
de 388 1 326 aminoacids, respectivament, per a les quals s’havia postulat una possible

relaci6 amb la biosintesi de la capsula d’aquest enterobacteri (Abitiu, 2000).

La proteina codificada per la orf4 presentava dominis caracteristics d’enzims amb
funcid glicosiltransferasa (GT) de la familia 1 (PFAM), que agrupa glicosiltransferases
capaces de transferir sucres activats a diversos substrats, entre els quals s’inclouen els
lipopolisacarids. A més pertany a la familia 4 de glicosiltransferases (CAZY)
corresponents a enzims que retenen la configuracié del carboni anomeric (retaining
GT). Aquesta proteina presentava nivells de similitud al voltant del 50% amb
presumptes glicosiltransferases implicades en la biosintesi de diverses estructures de
bacteris llunyanament relacionats, algunes de les quals podrien estar implicades en la
biosintesi del lipopolisacarid. De totes elles, la proteina amb la que presentava més
nivells de similitud (72%) 1 d’identitat (55%) era amb una presumpte glicosiltransferasa
de ’agrupacié waa de K. pneumoniae 52145, identificada pel nostre grup d’investigacid

durant I’elaboracié d’aquest treball (Izquierdo, 2003).

Pel que fa a la proteina codificada per la orf6, presentava un domini conservat
caracteristic de les glicosiltransferases de la familia 2 (PFAM i1 CAZY), que
corresponen a glicosiltransferases que inverteixen la configuracié (inverting GT).
Semblantment a la orf4, la proteina codificada per la orf6 presentava nivells de similitud
proxims al 50% amb glicosiltransferases presumptament implicades en la biosintesi de
la paret cel-lular, de la capsula, de I’exopolisacarid o del LPS, entre les quals calia

destacar la proteina WbcK, presumiblement implicada en la biosintesi del nucli extern
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del LPS de Yersinia enterocolitica O3 (Skurnik et al., 1995), 1 amb la que compartia un
53% de similitud (29% identitat). De nou, els nivells més alts de similitud (61%) i
d’identitat (39%) els presentava amb una presumpta glicosiltransferasa de I’agrupacid
waa de K. pneumoniae 52145, identificada pel nostre grup d’investigacido durant

I’elaboracid d’aquest treball (Izquierdo, 2003).

Aquestes dades 1 el coneixement de ’estructura de nucli del LPS de S. marcescens
N28b ens van portar a pensar que aquestes dues proteines codificades per les orf4 i orf6
podrien estar implicades en la biosintesi del nucli extern del seu LPS. En efecte, en
aquesta regid del LPS de S. marcescens N28b s’hi havia identificat un disacarid de
B-Glec-(1—6)-0-Glc unit a la posicié O-4 de la GIcN (veure Figura 4.31). Ates que de
les 14 ORFs identificades en 1’agrupacio waa de S. marcescens N28b s’havien pogut
proposar/assignar funcions per a totes les ORFs excepte la orf4 i orf6 1 d’altra banda, no
s’havien identificat les proteines responsables de la transferéncia d’aquest disacarid
terminal, semblava 10gic pensar que les orf4 1 orf6 fossin les responsables de realitzar

aquesta funcid.

Per a comprovar-ho, es va construir el mutant en N28bAorf4 per doble recombinacid,
segons el metode descrit a la seccid 3.4.12 Tecniques de mutagenesi, que contenia una
delecié en el gen orf4 sense provocar efectes polars (veure seccid 4.2.1.3

Caracteristiques genetiques dels mutants).

L’analisi del mutant N28bAorf4 per electroforesi en gels de Tricina-SDS-PAGE va
posar de manifest que el nucli del LPS d’aquest mutant migrava més rapid que el nucli
de la soca salvatge (veure Figura 4.22, carril 7), indicant la perdua d’algun residu del
nucli. Aquestes alteracions a nivell de nucli no havien de ser tan profundes com les del
mutant N28bAorf9-10, el qual migrava significativament més rapid que el mutant
N28bAorf4. D’altra banda, el mutant N28bAorf4 no presentava antigen O, i per tant, era
coherent amb el fet que no tingués el residu de B-Glc o bé el disacarid de B-Glc-(1—06)-

a-Glc situat a ’extrem de la cadena principal del nucli extern.

En definitiva, les dades obtingudes recolzaven la hipotesi de que ambdues orf4 1 orf6

estiguessin implicades en la transferéncia dels residus de glucosa del nucli extern.
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D’altra banda, el fet que les proteines codificades per les orf4 1 orf6 codifiquessin per
glicosiltransferases que pertanyien a la familia CAZY 4 1 2, respectivament,
corresponents a enzims de retencid i d’inversi6 de la configuracio, respectivament,
suggeri que la transferasa codificada per la orf4 transferia el residu de
a-Glc al residu de GlcN del nucli extern mentre que la proteina codificada per la orf6
transferia el residu de B-Glc al residu de a-Glc. D’acord amb les funcions assignades
pels seus homolegs a K. pneumoniae, les orf4 1 orf6 de S. marcescens N28b

s’anomenaren wabK 1 wabM, respectivament (veure seccid 5. Discussio).
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