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Introducció

1. INTRODUCCIÓ

Les bactéries Gram negatives, que inclouen alguns patógens humans com ara Escherichia coli,

Haemophilus injluenzae, Vibrio choleras, Pseudomonas aeruginosa o Chlamydia pneumonías,

expressen a la seva superficie diverses estructures amfifíliques incloent-hi antígens capsulars,

lipoproteines, 1'antigen comú de les enterobactéries (ECA) i els lipopolisacárids (LPS). Dintre
d aqüestes macromolécules, els LPS constitueixen un grup de gran relleváncia tant a nivell

microbiológic, immunológic i medie.

Els Lipopolisacárids (LPS) constitueixen macromolécules amfifíliques situades en la membrana
externa de les bactéries Gram negatives (Raetz C.,1990 i Rietschel ET.,1996).

lipopolisacárids participen en les funcions fisiológiques de la membrana de les bactéries i són
essencials peí seu creixement i supervivéncia (Rietschel ET.,Brade L., Lindner B.,

Záhringer,1992). Els LPS constitueixen, alhora, el lloc d'actuació primari per la interacció amb
antibacterians i components del sistema immune de l'hoste.
Una vegada alliberat de la superficie bacteriana o bé en forma aillada, el LPS provoca una gran

varietat d'activitats biológiques quan s'aplica a animáis, humans o in vitro. Els lipopolisacárids

juguen un paper important en la patogenicitat i en la manifestació de les infeccions provocades

per bactéries Gram negatives. Els lipopolisacárids s'anomenen també endotoxines (Westphal O,
eí al, 1977) i constitueixen un deis agents més potents a l'hora d'induir reaccions inflamatóries
locáis o generalitzades tant en humans com en animáis d'experimentació.
En les bactéries Gram negatives, la composició de la matriu lipídica de la membrana externa és
extraordináriament asimétrica respecte a 1'estructura química i a les cárregues deis lípids que la

composen. Així, la capa externa está constituida per LPS i la capa interna, per una barreja de

fosfolípids (Nikaido et al, 1985). En Escherichia coli la capa externa está formada

aproximadament per un 75% de LPS i un 25% de proteines transmembrana. (Figura 1)

Els

Des d'un punt de vista químic, la molécula de LPS está formada per un heteropolisacárid de

caracterísiques hidrofíliques unit covalentment a una part hidrofóbica anomenada lípidA, que és
el responsable d'ancorar la molécula de LPS en la membrana externa. La part polisacarídica
consisteix en la cadena O específica i en el nucli constituit per un oligosacárid. El nucli es

divideix al mateix temps en nucli intern i nucli extern. La cadena O específica constitueix
1 antigen O que és la part més externa de la membrana externa i és, a més, l'antigen superficial
dominant en les bactéries gram negatives. El lípid A está composat per un disacárid de B-

9
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glucosaminil-(l—>6)-a-D-glucosamina fosforilat en les posicions 1 i 4’ que uneix (en el cas de
les Enterobacteriaceae) sis o set residus d'ácids grassos hidroxilats, units tant per enllagos ester

com per enllagos amida. Per tant, les principáis característiques que distingeixen les endotoxines
deis lípids de membrana externa són, per una banda, la presencia de grups hidroxil en posició 3 i
els grups fosfats no substituits en el lípid A i, en alguns casos, també en la regió sacarídica.
El lípid A lliure expressa les mateixes activitats característiques del LPS, tais com la

pirogenicitat i la letalitat. Aixó indica, dones, que el lípid A representa el "principi endotóxic" del
LPS (Zahringer U, et al., 1994).
Tant la funció com Tactivitat de les endotoxines están vinculades a aspectes de membrana. La
funció de les endotoxines está relacionada amb la seva preséncia com a constituents majoritaris
de la membrana externa de les bactéries Gram negatives. L'activitat está vinculada a la interacció
amb la membrana cel.lular de l'hoste.

Els aillaments clínics de les bactéries Gram negatives normalment posseeixen antigen O i
s'anomenen "llises"(S, de l'anglés Smooth), a causa de la seva morfologia colonial (Mákelá, P.H.
et al, 1984 ). Les soques que no posseeixen antigen O , incloent-hi totes les soques de laboratori

d'Escherichia coli K-12, es descriuen com a rugoses (R, de l'anglés Rough ). En els dos casos, el
LPS s'obté per extracció amb fenol-aigua (Westphal, O., 1952 ) o bé a través de fenol-
cloroform-éter de petroli (Galanos, C., 1969 ) i en els dos casos també el LPS pot ser separat en

gel d'electroforesi SDS-PAGE (Goldman, R.C., 1980). Aquest procediment resulta especialment
útil per tal de determinar el número i la distribució de les repeticions de 1'antigen O . En el cas

deis LPS que no posseeixen antigen O aquest procediment permet separar parcialment les
diferents espécies moleculars presents al nueli que difereixen en el número d'unitats de
monosacárid (Lesse, A. J. et al., 1990). Les bandes individuáis que es resolen no han de ser

necessáriament homogénies.
Donada la seva naturalesa amfifílica, la microheterogenicitat i la limitada solubilitat, és difícil
dur a terme análisis estructuráis de la molécula de LPS intacta. A més, les molécules de LPS

formen agregats tant en dissolvents polars com apolars (Rietschel, E.T.,1984 ) les propietats

físiques deis quals encara no s 'han caracteritzat per complet.

10
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Repetició
Antigen O

Glc/VAcLipopoli-
sacárid

Lípid AMembrana
externa

Peptidoglicá
Periplasma >

Fosfolípids<Membrana

citoplasmática

Citoplasma

Figura 1. Organització de la membrana en Escherichia co/i K-12.

Donat l'ampli espectre d'activitats, físiológiques i patológiques, i el seu paper tan important en

les bactéries, el LPS ha estat estudiat en molts laboratoris usant aproximacions genétiques,

biológiques, immunológiques, químiques i físiques. Els models que es coneixen millor fíns al
moment són els corresponents a Escherichia coli i Salmonella entérica. Durant la década deis
vuitanta i deis noranta s han dut el terme el major número d'estudis sobre el LPS i comprenen els

següents camps:

•Estudi del paper de les endotoxines en la reacció inflamatoria induida per bactéries Gram

negatives.
• Identifícació del principi endotóxic, elucidació de la seva estructura i síntesi química.
• Estudis in vivo deis mecanismes de l'activitat endotóxica.

• Estudis sobre la interacció en els primers passos entre l'endotoxina i la cél.lula hoste.
• Determinado genética i aproximació a la biosíntesi del LPS.
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2. BIOLOGIA DE L ENDOTOXINA

Els mecanismes involucráis en l'activitat biológica de l'endotoxina es coneixen ámpliament

( Rietschel, E.T., 1996). Les bactéries Gram negatives alliberen l'endotoxina com a LPS lliure o

bé acomplexat amb la proteina de membrana externa OmpA (Morrison, D. C., 1987 ) quan es

multipliquen, quan eliminen fragments de la membrana o quan moren sota l'exposició
d'antibiótics o del complement. La preséncia d'endotoxina circulant indueix en l'organisme
hoste la producció de mediadors bioactius, responsables últims deis efectes observats durant
1'endotoxémia. El lípid A constitueix l'element essencial perqué aquests efectes tinguin lloc. El
LPS (o també el lípid A), després d'associar-se a determináis factors del sérum, pot ser

neutralitzat o bé interaccionar amb receptors expressats per cél.lules diana per al LPS, com ara

granulócits, limfócits i, en particular, monócits o macrófags. En resposta al LPS, aqüestes

cél.lules formen i secreten mediadors endógens dotats de bioactivitats intrínseques que, en últim

terme, indueixen els efectes tipies de les endotoxines, que potencialment poden conduir al quadre
clínic de xoc séptic.

2.1 Molécules d'unió al LPS

Entre els factors humorals que interactuen amb el LPS destaquen les Lipoproteines d'alta
densitat (HDL), que són capaces, a l'igual que les lipoproteines de baixa densitat, d'atenuar els
efectes del LPS (Freudenberg,1980). Presenten propietats sembláis la proteina BPI (BactericidaI

permeability-increasin proteiri) i la proteina sCD14, forma soluble del receptor CD14 que uneix
LPS. Quant a l'expressió de l'endotoxicitat, cal destacar la proteina del sérum LBP (LPS binding

proteiri), la qual augmenta drásticament l'activitat del LPS i del lípid A (Schumann,1990).
La proteina LBP es sintetitza ais hepatócits i és secretada al torrent sanguini com a proteina

glicosilada de 58 kDa. La concentració normal de LBP en un sérum normal és de 14-22 pg/mL,

podent arribar fins a 200pg/mL després d'una inducció de 24 hores. La seqüéncia del gen que

codifica per la LBP, tant en humans com en conills, indica que existeix un domini en la regió N-
terminal que uneix LPS. Aquesta regió es caracteritza per l'acúmul d'aminoácids carregats

positivament i expressa propietats hidrofóbiques. La proteina LBP posseix un 44% de similitud
de seqüéncia amb la proteina humana BPI.
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Un domini d'unió al LPS semblant está present en la proteina ENP, present en l'hemolimf de

Limuluspolyphemus (Hoess A., 1993 ).
L'activitat biológica de la proteina LBP es basa en la seva capacitat per transportar lípids

carregats negativament com ara fosfatidilserina i el LPS. La proteina LBP interacciona amb els

agregats de LPS per alliberar molécules úniques de LPS o petits agregats i transportar-los cap al
sistema de membrana de les dianes cel.lulars. La proteina LBP s'ha d'entendre com un

amplificador biológic, que permet a l'hoste detectar petites quantitats de LPS, indicant la invasió

per bactéries Gram negatives. L'hoste, per tant, utilitza els complexes LPS/LBP per activar el
seu sistema de defensa i afrontar, així, la invasió del microorganisme.
S'ha demostrat que la proteina LBP no només transfereix LPS ais receptors CD14 sino també a

les proteines HDL, neutralitzant per tant l'efecte del LPS. Donat, pero, que ratolins defícients en

LBP són resistents al LPS, sembla que l'efecte augmentador preval sobre l'efecte neutralitzador.
El paper del receptor CD14 com a receptor del LPS va ser descobert l'any 1990 (Wright et al.,
1990 ). Es va observar que la proteina CD14 servia com a lloc d'unió al LPS unit a la proteina

LBP. La unió del LPS ais CD14 té lloc a través del lípid A.

La proteina CD14 no és una proteina transmembrana sino que está unida a la superficie cel.lular
a través de la proteina GPI. Donat que aquest tipus d'unió a la membrana no permet la
transducció del senyal directament, el mecanisme peí qual es produeix l'activació a través de la
unió del complexe LPS/LBP ais CD14 encara no es coneix. S'ha suggerit que les molécules de

LPS són conduides a les cél.lules diana a través de la proteina LBP i allá s'associen ais receptors

CD14, el qual podría mediar la interacció del LPS amb un segon receptor, desconegut encara,

que sigui capa9 de transduir el senyal fins a 1'interior cel.lular. Per altra banda, s'ha obsevat que

les proteines CDllc i CD18 poden actuar com a receptors de l'endotoxina i són capaes de
transduir el senyal en abséncia de CD14.
La proteina CD14 també existeix com a forma soluble (sCD14). sCD14 és capag d'interaccionar
directament amb el LPS. El complexe sCD14-LPS s'uneix a cél.lules que no posseeixen CD14
en les seves membranes (les cél.lules endotelials) activant-les per la producció de citoquines

(Arditi, 1993 i Loppnow, 1995 ).
Els monócits poden ser activats també per altres immunomoduladors d'origen bacteriá com ara

el peptidoglicá, el lipoarabinomaná, etc. En aquests casos, l'activació es dona per via de la

proteina mCD 14.

Per altra banda, els requeriments estructuráis exactes per la interacció amb la proteina mCD14,
l'activació cel.lular i la secreció de citoquines encara no es coneix. Alguns estudis han demostrat

que altres immunomoduladors com ara el peptidoglicá o el lipoarabinomaná activen els monócits
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a través de la interacció amb mCD14. Sembla que els residus en la configuració D-gluco o D-
mano podrien estar-hi involucráis (J. M. Cavaillon, 1995 ).

2.2 Dianes cellulars del LPS

Les cél.lules diana més importants de l'endotoxina són components del Sistema immune
cel.lular. Les cél.lules de defensa de la majoria d'organismes són capaces de reconéixer petites

quantiats de LPS, identificant així la invasió per microorganismes.

Quatre tipus cel.lulars diferents poden reconéixer el LPS : leucócits polimorfonuclears (PMN),
limfócits B i T, monócits o macrófags i cél.lules vasculars (cél.lules endotelials o cél.lules de la
musculatura llisa). Les formes de resposta també són diferents: fagocitosi, diferenciació,

proliferació o secreció de mediadors.
Els leucócits polimorfonuclears (PMN) fagociten bactéries i fragments de membrana bacteriana,
incloent-hi el LPS. La seva capacitat fagocitária está incrementada peí LPS. Així, la propietat del
LPS per incrementar la capacitat fagocitária posa de relleu la importáncia del LPS en els primers

passos inespecífics del sistema de defensa de l'hoste. A més, els PMN contenen proteines

policatióniques que, com la BPI, són capaces d'interaccionar amb el LPS. Així, els PMN,
activats peí LPS, es poden unir a cél.lules endotelials, causant danys al teixit i penetrant a través
de la paret deis vasos sanguinis ais teixits. Aquest procés contribueix substancialment a les
reaccions inflamatóries induides per l'endotoxina.
Els limfócits B, per la seva banda, són estimuláis peí LPS, produint proliferació, diferenciació i
secreció d'anticossos. Aquesta activació policlonal es considera com un deis primers
mecanismes de defensa de l'hoste envers els microorganismes patógens. També els limfócits T

(TH1) són activats peí LPS, proliferant i secretant limfoquines. En particular, secreten interferó y

(IFN).
Els monócits i els macrófags tissulars s'activen a través del LPS produint una gran varietat de
mediadors bioactius de tipus proteic com ara: interleucina IL-1, IL-6, IL-10, IL-12; factor

inhibidor de la migració deis macrófags i factor de necrosi tumoral a (TNF). Moltes cél.lules de

l'hoste contenen receptors per aquests mediadors i són capaces de respondre, per exemple, a

través de quimiotaxi, apoptosi, etc. Si les quantitats secretades d'aquests mediadors són baixes es

produeix l'eliminació i la inactivació deis microorganismes. Si hi ha sobreproducció, pero,

aquests mediadors esdevenen un perill per l'hoste causant dany a les cél.lules i ais órgans. Per

tant, pot desembocar en un xoc irreversible.
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A més, els macrófags en ser estimuláis peí LPS produeixen especies reduides de l'oxigen (anió

superóxid, peróxid d'hidrogen, radicáis hidroxi, etc.), metabolits bioactius de l'ácid araquidónic

(prostaglandines, tromboxá, leucotriens), de l'ácid linoleic i PAF (Factor activador de

plaquetes).

Finalment, les cél.lules vasculars, com ara les cél.lules endotelials o les cél.lules musculars llises,
tenen la capacitat de produir, sota l'estímul del LPS, mediadors de tipus proteic com ara les

citoquines IL-1, IL-6 i IL-8. Aqüestes cél.lules produeixen, fins i tot, altres tipus de mediadors

que inclouen la prostaciclina, óxid nitric, PAF i interferons . Per altra banda, el LPS també és

capap d'induir Lexpressió de molécules d'adhesió, que donen lloc a Fadhesió deis PMN.
Els esdeveniments moleculars generáis in vivo després de la injecció d'endotoxina o després de
ser alliberat de la bactéria es resumeixen en la Figura 2.1.

La porció de LPS que no pot ser detoxificada pels components humorals (per exemple, BPI, o

HDL) o per components cel.lulars de Fhoste (per exemple, PMN) interacciona amb les proteines

LBP i/o sCD14. A conseqüéncia d'aquesta interacció, s'activen les dianes cel.lulars, que

comprenen monócits/macrófags, cél.lules endotelials, granulócits i limfócits, produint
l'alliberament de mediadors endógens o Lexpressió de molécules d'adhesió.
Mediadors com TNF, IL-1, UL-6, IL-8, IL-12, IFNy són capafos d'activar les cél.lules

susceptibles (aquelles que expressen receptors per les citoquines), les quals produeixen
mediadors secundaris com ara el PAF, LT, PG, espécies reduides de l'oxigen, óxid nitric i

proteases (elastases i colagenasa), que indueixen l'adheréncia cel.lular i fan que les cél.lules de
defensa es congreguin en el lloc de la infecció.
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Figura 2.1. Via humoral i cel.lular involucrada en el xoc séptic induít per l'endotoxina.
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Si la cascada de la reacció inflamatoria es manté en una área limitada, produeix efectes
beneficiosos perqué ajuda a activar el sistema de defensa i a destruir els microorganismes
invasors. En cas contrari, si hi ha una sobreproducció d'aquests mediadors i són alliberats al
torrent sanguini, es pot produir una reacció inflamatoria sistémica i situacions clínicament

compromeses com ara el xoc séptic.

Finalment, l'hoste pot reequilibrar aquesta hiperesposta amb la formado de mediadors

antiflogístics com ara IL-10, TGFb i PGE2. La hiperinflamació, per tant, pot anar seguida per

una fase d'hiporesposta del Sistema immune en la qual la bacteria, a causa de Fabséncia de

citoquines, pot multiplicar-se i mantenir la seva capacitat per induir reaccions toxiques. El xoc

séptic, per tant, es pot considerar com el resultat d'un cercle vicios en qué s'altema la sobre i la
sub producció de mediadors, més que com la conseqüéncia duna cascada unidireccional.

3. QUÍMICA DEL LIPOPOLISACÁRID

3.1 Estructura general del Lipopolisacárid

La molécula del Lipopolisacárid de la majoria de bactéries Gram negatives segueix el mateix

principi estructural. Tal com es pot observar en la Figura 3.1, consisteix en una parí

polisacarídica unida covalentment a una porció lipídica, anomenada lípid A.
En el cas clássic de la familia de les Enterobacteriaceae, en les soques salvatges, el polisacárid
consisteix en dues regions: la fracció polisacarídica corresponent a Fantigen O, constituida per la

repetició d'una unitat básica, i la fracció oligosacarídica corresponent al nucli del

Lipopolisacárid. El nucli es pot dividir, alhora, en nucli intem i nucli extern. Aqüestes tres

regions es diferencien entre elles per la seva estructura química, el grau de conservado

estructural, els principis de biosíntesi i els gens que codifiquen per la seva biosíntesi.
El lípid A de la familia de les Enterobacteriaceae així com d'altres bactéries Gram negatives
consisteix en un disacárid de B-glucosaminil-(l—»6)-a-D-glucosamina fosforilat en les posicions
1 i 4’[4-P-GlcN-(l—»6)-GlcN-l—>P] que uneix cadenes d'ácids grassos a través d'enlla^os ester i
amida. La preséncia deis ácids grassos en el lípid A sembla ser essencial per l'anclatge de la
molécula en la capa externa de la membrana externa. Per tant, el LPS es sitúa on habitualment es

troben els fosfolípids en les membranes biológiques.
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L'oligosacárid corresponent al nucli i Lantigen O constitueixen la porció polisacarídica del

lipopolisacárid.
La variació en el número de repeticions en Lantigen O constitueix un deis motius de variabilitat
en el LPS. Aquesta variabilitat es pot observar en analitzar mostres de LPS en gels de

poliacrilamida i dodecil sulfat sódic(SDS) o deoxicolat visualitzats amb tinció de nitrat de plata.
S'observen llavors una serie de bandes de diferents pesos moleculars. Aqüestes bandes

corresponen a molécules de LPS que es diferencien en el número de repeticions de la unitat
básica de Lantigen O. Les distancies entre les bandes caracteritzen el tamany (i, per tant, el
número de residus) de les unitats de repetició.
La mida de la unitat de repetició pot variar en funció de les diferents espécies i serotipus. Pot

variar des d'un monosacárid (per exemple, en el cas de Legionella pneumophila 0:1) ñns a vuit
monosacárids (en el cas de Hafnia alvei) (Katzenellenbogen, 1992). Fins a un total de 60

monosacárids diferents s'han identifícat com a constituents. A aixó, cal afegir-hi les
modificacions per acilació, esterificació, fosforilació, eterificació i amidació, que contribueixen a

incrementar la variabilitat d aqüestes estructures.

Alguns grups de bactéries Gram negatives han perdut la capacitat per produir parts de la cadena

polisacarídica de LPS. La pérdua de Lantigen O produeix una canvi de fenotip quan es fa créixer
la bactéria en plaques d'agar i s'observa la morfología de les colónies. Així, es pot distingir entre

colónies llises si produeixen el nucli i Lantigen O complet. El LPS, en aquest cas, s'anomena de

tipus S. Quan es sintetitza una sola repetició, el fenotip s'anomena semirugós i el LPS és de tipus
SR. La pérdua de Lantigen produeix el fenotip rugós i el LPS és de tipus R. En aquest cas, el
nucli es pot trobar complet o incomplet.
La polidiversitat en Lantigen O está control.lada genéticament. En els LPS de tipus S, el número
de repeticions varia considerablement. Per E.coli 0:111, el grau de polimerització s'ha
determinat per análisis químiques i per gels de SDS-PAGE i s'ha trobat que pot variar de 1 a 40

repeticions. En el cas del LPS de tipus RS, amb una sola repetició, es troben S. entérica

Typhimurium mutant SH777, E.coli 0:111, Shigella sonnnei phase IPHI2, V.cholerae 0:139.
En S.enterica, el número de repeticions pot variar de 1 a 30. Malgrat tot, el LPS provinent de les
Enterobacteriaceae pot contenir poblacions de molécules sense antigen O.
El mecanisme de regulació que controla la relació entre LPS de tipus R o S, encara no está ben
establert. Per tant, la familia Enterobacteriaceae i altres bactéries Gram negatives, poden teñir al
mateix temps LPS de tipus R (lípid A i nucli) i LPS de tipus S (lípid A, nucli i antigenO).
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Donat que els LPS de tipus R només hi ha nueli com a fracció polisacarídica, el contingut de

lípid A del LPS de tipus R és més elevat que en el cas del LPS de tipus S. Per tant, quan es duu a

terme el procés d'hidrólisi amb ácid acétic, en qué es trenca la unió del lípid A amb la fracció

polisacarídica, i després es corre a través d'una cromatografía per gel-fíltració, s'obté la fracció

corresponent a 1 'antigen més nueli i una fracció de tamany inferior corresponent a les formes R,

és a dir corresponent al nueli del LPS. La fracció del nueli del LPS correspon a un conjunt

d'oligosacárids de diferent mida. L'heterogenicitat d'estructures que s'aillen corresponents al
nueli indica que en el procés de biosíntesi del nueli no sempre s'uneixen tots els residus. Es

desconeixen encara els mecanismes de regulació de la biosíntesi del nueli que podrien explicar

aquesta diversitat.
Tal i com es mostra a la figura 2, algunes bactéries, entre les quals s'inclouen patógens de la

mucosa, expressen un LPS que está mancat d'antigen O. Entre aqüestes bactéries, s'hi troben

importants patógens com ara Neisseria meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus

influenzae, Bordetella pertussis i Chlamydia spp. En el cas de Chlamydia spp, el LPS consisteix
només en lípid A i un nueli constituít per ácid 3-deoxi-D-manno-octulopiranosónic (Kdo).
Entre tots els géneres de bactéries Gram negatives, la familia FMterobacteriaceae i algunes

espécies patógenes són les que s'han estudiat més extensament.

Des d'un puní de vista serológic es poden classificar les bactéries segons l'especificitat en els

antigens O, K i H, que corresponen a diferents estructures d'antigen O, polisacárids capsulars

(CPS) i proteines flagel.lars, respectivament.

Alguns esquemes fets en E.coli (0rskov, 1984 ), Salmonella (Kauffmann-White) i Pseudomonas

(Habs, Fischer, Lanyi i IATS) cobreixen totes les espécies patógenes deis respectius géneres i

s'amplíen constantment per nous serotips. A més, els progressos duts a terme en el camp

microbiológic, bioquímic i genétic, així com en el camp químic i immunológic, milloren aquests

esquemes constantment.
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Figura 3.1 Esquema de l'arquitectura del LPS de diverses bactéries Gram negatives.
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3.2 ESTRUCTURA QUÍMICA DE L ANTIGEN O

L'estructura de l'antigen O pot determinar la immunogenicitat de l'organisme i la sensibilitat al

serum. Juntament amb l'antigen capsular, adhesines i toxines, l'antigen O determina la

patogenicitat de l'organisme.
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3.2.1 Escherichia coli

Les malalties associades a E.coli comprenen un ampli espectre de manifestacions clíniques. En

paisos subdesenvolupats, E. coli representa la causa principal d'infeccions intestinals associades
a una alta morbiditat i mortalitat en nens. En canvi, en paisos desenvolupats E.coli causa sovint
infeccions extraintestinals de tipus nosocomial.

Actualment, les infeccions intestinals associades a E.coli es classifiquen en 4 grups:

Enterotoxigéniques (ETEC), Enteroinvasives (EIEC), Enteropatogéniques (EPEC) i

Enterohemorrágiques (EHEC). Entre les infeccions extraintestinals, E.coli és l'agent etiológic
més freqüent en infeccions del tráete urinari, meningitis neonatal i baterémia.
Per tal de diferenciar entre E.coli intestinal i extraintestinal, s'ha dut a terme un serotipat basat en

1'antigen 0,1'antigen capsular K i 1'antigen flagel.lar H. L'antigen O actúa sovint com un potent

immunogen induint títols alts d'anticossos específics.
Existeixen més de 150 serotips diferents en E.coli, els quals presenten diferents estructures

d'antigen O. Alguns serotips, com ara el 0:1, 0:9 i 0:20 están dividits alhora en subgrups. La
diferenciado per serotipat está basada en les diferencies estructuráis en l'antigen O i en les
modificacions degudes a substituents O-alquil, O-acil, N-acil i fosfodiésters. La majoria

d'antigens O están constituits per hexosaminoglicans tal i com es mostra en la Taula 3.1.

Taula 3.1. Estructura de les unitats de repetido deis diferents serotips d'E. coli.

ESTRUCTURA REF.SEROTIP
Lvov, 19S90:7 ->3)-a-D-GlcpVAc-(l->3)-p-D-Quip47VAc-(l-»2)-a-D-Manp-(l-»4)-P-D-Ga]p-(l->

Jansson, 19S50:8 3-0-Me-a-D-Man/>-(l-»[3)-P-D-Man/)-(l-»2)-a-D-Man/)-(lH>2)-cc-D-Manp-(l-»]n

0:9 Knirel, 1985—>3)-a-D-Man/7-(l—»3)-a-D-Manp-( 1 -»[2)-a-D-Man/?-( 1 -»]„
n = 2 per E.coli 0:9
n = 2 per E.coli 0:9

0:16 Jann, 1994
Stevenson, 1994

->2)-P-D-Galf-(l-»6)-a-D-Glc/)-(l->3)-a-L-Rhap-(l-»3)-a-D-Glc/>AtAo-(l->
2

I
OAc

0:16 Stevenson, 1994—»2)-P-D-Gal/’-(l-»6)-a-D-Glcp-(l—»3)-a-L-Rha/)-(l—»3)-a-D-Glc/)A'KAc-(l—>■
(E.coli K-12) 2 6

t
OAc 1

ct-D-Glcp
0:111 Eklund,a-Colp

19871
4
6

—>3)-p-D-Gal/vVAc-(l—>4)-a-D-Glc/>-(l->4)-a-D-Gal/>-(l
3

T
1

a-Col/>
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Hi ha, pero, excepcions com ara els serotips 0:8 i 0:9, que constitueixen homopolímers no

ramificats de D-Man, contenint només enlla90S a-(l—>2) i a-(l->3). Cal destacar que el serotip
0:8 está metilat en la mañosa terminal. La importáncia biológica de la O-metilació encara no

está aclarida. Els serotips 0:8 i 0:9, en combinació amb antígens capsulars defínits, es troben
sovint en soques ETEC, agents causáis de diarrees endémiques (<j)rskov,1984 ).
Els serotips 0:7 i 0:16 corresponen ais microorganismes que causen meningitis neonatal. A més,

pero, E. coli 0:7 causa infeccions en el tráete urinari i bacterémia. Malgrat aixó, no s'han trobat
relacions estructuráis ni de funció entre els dos serotips que expliquin la freqüéncia en qué es

troben causant infeccions extraintestinals.

3.2.2 Salmonella entérica

Salmonellae representa un grup divers de microorganismes intestinals deis vertebrats.
S. entérica serovar A (Paratyphi), B (Typhimurium) i D (Enteritidis i Typhi) posseeixen una

cadena principal glicosídica comuna com a antigen O i es diferencien únicament pels
substituents (Taula 3.2). El serovar A expressa 3,6-dideoxi-a-D-ribo-hexosa (paratosa, Par), el

serovar B expressa 3,6-dideoxi-a-D-xilo-hexosa (abequosa, Abe) i el serovar D expressa 3,6-

dideoxi-a-D-arabino-hexosa (tivelosa, Tyv). Totes les 3,6-dideoxihexoses (D-ddHex) están

unides a la D-Man de la cadena principal per enllay (1—>3). En el cas deis serovars A i B, la D-

Gal de la cadena principal está substituida per D-Glc.
Mentre que la majoria d'antígens O de S. entérica están codifícats genéticament peí cluster wbb
en el cromosoma, el serotip 0:54 de S. entérica serovar Borreze necessita funcions que es troben

codifícades en un plásmid. L'estructura d'aquest antigen consisteix en un homopolímer de D-

Man/VAc que alterna les unions (1—>3) amb les (1—>4).
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Taula 3.2 Estructura de les unitats de repetido de l'antigen O en S. entérica.

REFERENCIAESTRUCTURASEROVAR
[-»2)-a-D-Man/>-( 1 —>4)- a-L-Rim;?-! 1 -»3)-a-D-Gal/>-( 1 —»]„

3 X
TT

1 1

a-D-ddHex a-D-Glc/>

a-D-ddHexa X

Paratyphi (A) Par 4

Lüderitz, 1966
Kenne, 1983
Reeves, 1994

Abe 4 o 6Typhímurium (B)

Abe, 2-O-Ac-Abe 4 Kenne, 1983
Reeves, 1994

Typhimurium (B)

Typhimurium (B) Abe o 2-O-Ac-Abe 6 Kenne, 1983
Lüderitz, 1966
Reeves, 1994

sense GlcEnteritidis (DI) Kenne, 1983
Galanos, 1983

Tyv

Typhi (DI) Jann,1984
Lüderitz, 1966

4Tyv

Keenleyside, 1994Borreze (0:54) —>3 )-(3-D-ManpNAc-( 1 ->4)-p-D-ManpNAc-( 1

3.2.3 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae representa un patogen oportunista que pot causar septicemia, pneumonía
i infeccions del tráete urinari en humans. Els seu LPS constitueix un important factor de
viruléncia i pertany a un complexe tóxic format, a més, per CPS i proteines. Aquest complexe
s'allibera durant la infecció i causa danys característics ais teixits del sistema respiratori.
Químicament, l'antigen O deis serotips més importants (0:1, 0:2 i 0:8) conté unitats de

repetició senzilles constituides per Gal/? i D-Gal/" així com per D-Glc/vVAc i D-Gal/tal i com es

mostra a la Taula 3.3. El Galactá I representa un polisacárid regular constituid per D-Gal/i D-

Galp i es troba en els serotips 0:1, 0:2 i 0:8. El Galactá II, per contra, está constituid
exclusivament per residus de D-Gal/? units per enllaq (1—»3). En els serotips 0:8, 0:2(2a,2e) i

0:2(2a,2e,2h) el Galactá I es troba parcialment O-acetilat. En el serotip 0:8, Tacetilació es dona
en els grups hidroxil en posició 2 i 6 del residu de D-Galf Els serogrups 0:2(2a,2e) i 0:9
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posseeixen el mateix polímer ramificat de Galactá ( una ramifícació per cada dues unitats de

repetido del Galactá I). El Galactá en el serotip 0:2(2a,2e,2h) posseeix una ramifícació per una

unitat de repetició de Galactá I. Aquests exemples mostren com les bactéries poden variar la seva

cadena d'antigen O a través de petites modificacions, donant lloc a nous serotips.

Taula 3.3 Estructura de les unitats de repetició de l'antigen O de Klebsiellapneumoniae.

SEROTIP ESTRUCTURA REF.
Kol, 1992
Kelly, 1993
Whitfield, 1991

D-Galactá I [ ->3)-p-D-Gal/-(l->3)a-D-Gal/>-(l-^]
i D-Galactá II [ ->3)-P-D-Galp-(lH>3)a-D-Galp-(l-q

0:1

D-Galactá II Kol, 1992
Kelly, 1993
Whitfield,

0:8

1991
D-Galactá I i un substiuent desconegut responsable de la reactivitat 2b Whitfield.0:2a ,2b

1992
D-Galactá I Whitfield,0:2a,2c
i 1992
—>5)-P-D-Gal/~-(l ->3)P-D-GlcpjVAc-(l -»

Maclean, 1993
Whitfield, 1992

H>3)-P-D-Gal/-(lH>3)a-D-Galp-(l^-3)-p-D-Gal/-(l->-3)a-D-Galp-(l->-0:2 (2a,2e) 2
0:9 t

i

q-D-Galp
Whitfield, 19923)-p-D-Gal/-( 1 —»3)<x-D-Gal/>-( 10:2 (2a, 2e, 2h) 2

1-
1

q-D-Galp (67%)

3.2.4 Serraría marcescens

En Serratia marcescens s'han identificat les estructures primáries per 29 serotips diferents. La

majoria d'estructures d'aquests serotips van ser descrites per Wilkinson en la década deis
vuitanta. L'últim serotip, 0:29, va ser descrit per Holst l'any 1997.

El tamany de les unitats de repetició pot variar d'un a set residus. Els monosacárids que les

composen solen ser fímpa comuns: pentoses, hexoses, 6-deoxi-hexoses, N-acetilaminosucres i
ácids urónics. També hi ha grups O-acetil (serotips 0:4, 0:5, 0:6, 0:7 i 0:14) i ácid pirúvic i
láctic (0:4 i 0:18, respectivament). Tant polímers neutres (0:1, 0:4, 0:10, 0:16, 0:27 i 0:28)
com polímers acídics (0:2, 0:6, 0:13, 0:23) procedents d'extractes de LPS han estat

caracteritzats. Alguns serotips de S. marcescens (0:2, 0:4, 0:13, 0:15) expressen tant polímers
neutres com polímers acídics. Es creu que els polímers ácids deriven de Tantigen capsular K

(Aucken, 1997 ). 5. marcescens 0:16 expressa dos polímers neutres, el D-Galactá (idéntic al D-

Galactá de K. pneumoniae 0:1) i un homopolímer de D-Rib/(Oxley, 1989 ).
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La variació en l'especifícitat a través de l'expressió de dos tipus de cadenes d'antigen O és torga
inusual i s'ha identificat també en el LPS de Burkholderia ( Cox,l 995) i Acinetobacter (Haseley,
1997 ).
La soca Serratia marcescens N28b, utilitzada en aquest treball, pertany al serotip 04,
1'estructura del qual va ser descrit per Oxley i Wilkinson l'any 1988. En la Taula 3.4 es

resumeixen les diferents estructures per a cada un deis serotips.

Taula 3.4 Estructura de les unitats de repetició de 1' antigen O de Serratia marcescens.

ESTRUCTURA REF.SEROTIP
Fum i Wilkinson,
1985.

—»4)-a-L-Rha-( 1 ->3 )-P-D-G1cjVAc-( 1 ->01

Oxley i Wilkinson,
1992.

02
03

—»4)-a-D-Glc7VAc-(l—^LP-D-MaiuVAc-C 1 ->

Oxley i Wilkinson,
1988.

OAc04
4
2

—>4)-a-D-Glc-( 1 —>3 )-a-L-Rha-( 1 ->

Oxley i Wilkinson,
1988.

OAc05
4
2

->3)-P-D-Gal-( 1 —>4)-q-D-Glc-( 1 —>
Brigden, 1985
Oxley i Wilkinson,
1988.

06
OAc07

4
2

—»4)-cc-D-Glc-( 1 —>3 )-a-L-Rha-( 1 —»

Oxley i Wilkinson,
1986.

08 P-D-GlcAAc
1

4
3

->6)-<x-D-Glc-( 1 -»4)-a-D-Gal-( 1 ->3)-P-D-GlcAAc-( 1 ->

Oxley i Wilkinson,
1987.

09 —>3 )-<x-L-Rha-( 1 -»3 )-P-D-GaWAc-( 1 ->

Oxley i Wilkinson,
1989.

010 a-D-Glc
1
4
4

->3)-a-D-GlcAAc-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->3)-<x-L-Rha-( 1 ->
Bridgen, 1985
Bridgen i Wilkinson,

012 ->2)-P-D-Rib/-(l—>4)-a-D-Gal/>NAc-(l—>
014 1983.

Oxley i Wilkinson,
1988.

015 ->4)-a-L-R]ia-( 1 —>3 )-p-D-GaWAc-( 1 —>

Oxley i Wilkinson,
1989.

016
->2)-P-D-Rib/-(l->

Oxley i Wilkinson,
1989.

016* (+020) —>3)-P-D-Gal-( 1 —»3)-a-D-Gal-( 1 —»
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Oxley i Wilkinson,017 —»3)-a-L-Rha-( 1 ->3 )-p-D-GlcAAc-( 1 -»
1990.

Oxley i Wilkinson,
1989.

018
->6)-a-D-GlcVAc-( 1 -^2)-cx-L-Rha-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->

Oxley i Wilkinson,
1990.

019 —>4)-a-L-Rha-(l ->3)-P-D-GlcAAc-(l —»

Oxley i Wilkinson,021 ->4)-a-D-Glc-( 1 -A4)-|3-D-Man77Ac-( 1 —> 1991.

Oxley i Wilkinson,
1990

-»3)-a-D-GlcAAc-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->2)-a-L-Rha-( 1 ->022

Oxley i Wilkinson,
1990

023 —>4)-a-L-Rha-(l —»4)-P-D-GaWAc-( 1 ->•

Oxley i Wilkinson,
1989

024 a-D-Gal
1
I
4

->3)-P-D-Gal-(l->3)-a-D-Gal-(l-9>
Aucken, 1995026 —>3)-a-L-Rha-( 1 —>3 )-P-D-GaWAc-( 1 —>
Oxley i Wilkinson,
1991

027 -»4)-a-D-Glc-(l-»3 )-ot-L-Rha-( 1 -»

Oxley i Wilkinson,
1991

028 3)-P-D-Man-( 1 ->2)-a-D-Man-( 1 -»2)-<x-D-Man-( 1 ->

Holst, 1997->6)-a-D-GlcNAc-(l—>2)-a-L-Rha-(l—»2)-a-L-Rha-(l—»2)-a-L-Rha-(l—>029
*dos polisacárids neutres identificáis en la soca IP687 pertanyent al serotip 016.

3.2.5 Shigella spp

Dintre del genere de Shigella, s'han identifícat més de 42 serotips, 14 per Shigella flexneri, 12

per Shigella dysenteriae, 15 per Shigella boydii i un per Shigella sonnei.

Les diferents estructures es caracteritzen per posseir aminusucres, hexoses comunes i ácids
urónics en la unitat de repetició. La cadena en Shigella flexneri posseeix una cadena principal
formada per (L-RhaL-D-GlcA/Ac. La variació en els serotips és deguda a diferents ramificacions
amb una o dues unitats de D-Glc i a la O-Acetilació.

En Shigella dysenteriae, en canvi, no se segueixen regles tan senzilles. Aixó indica que hi ha una

diversitat genética més gran en aquesta espécie. En Shigella sonnei es troben sucres poc comuns

com ara 2,4-diamino-2,4,6-trideoxi-D-galactosa (D-FucAAc4A/).
En general, pero, tant en Salmonella entérica, Escherichi coli i Shigella spp, 1 accessibilitat a

precursors de biosíntesi disponibles constitueix una de les bases per crear, en aqüestes espécies,
una diversitat estructural i serológica en 1'antigen O.
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3.2.6 Yersinia spp

El genere Yersinia compren patógens humans com ara Yersinia enterocolitica, Yersinia pestis i
Yersinia pseudotuberculosis.

Serológicament, Yersinia enterocolitica ha estat subdividida en 34 serotips diferents. El serotip
0:3 es caracteritza per un homopolímer de 6-deoxi-P-L-altropiranosa (L-6d-Alt) (Taula 3.5)
El serotip 0:9 expressa un homopolímer amb una unitat de repetició composada per un sol
monosacárid de 4-7V-formil-D-perosamina (4,6-dideoxi-4-formamido-a-D-manosa). Aquesta
estructura s'ha trobat també en l'antigen O de Vibrio cholerae. Comú a altres serotips (0:4,

0:32, 0:5, 0:27, 0:8 i 0:10) és la preséncia d'un o més deoxisucres, indicant un paper important
en les modifícacions hidrofiliques/hidrofóbiques de l'antigen O.

L'antigen O en Yersinia pseudotuberculosis consisteix en un polímer neutre i ramifícat de
hexosamina amb unitats de repetició de quatre a cinc monómers.

Taula 3.5 Estructura de les unitats de repetició de l'antigen O en Yersinia enterocolitica.

ESTRUCTURASEROTIP REF.
Gorshkova, 1985Y. enterocolitica 0:1 —»2)-|3-6d-Alt-( 1 —>2)- P-L-6d-Alt-( 1 —>3)- P-L-6d-Alt-(l-»
Gorshkova, 1985Y enterocolitica 0:3 —»2)-P-6d-Alt-( 1 —»

3.2.7 Legionella pneumophila

El génere Legionella compren més de 40 espécies, les quals s'han inclós en 61 serogrups. La

majoria no són patógens per l'home. Legionella pneumophila, pero, és l'agent etiológic del

leginel.losi. Legionella pneumophila expressa només LPS de tipus S, amb bandes molí juntes, el

que indica que les unitats de repetició són molt petites.
El serotip 0:1 conté un homopolímer format per ácid 5-acetamidino-7-acetamido-8-0-acetil-

3,5,7,9-tetradeoxi-L-glicero-D-galacto-nonulosónic. D'aquesta molécula cal destacar que no

conté grups hidroxils lliures. Aixó confereix propietats hidrofóbiques a aquest polímer, que

podrien estar involucrades en la patogenicitat de Legionella pneumophila a través de
1'adherencia a macrófags alveolars en la fase inicial de la infecció. També s'ha vist que si el grup

O-acetil en posició 8 no está present, la reactivitat serológica front anticossos poli i monoclonals
disminueix.
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3.2.8 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa constitueix un deis agents causáis de complicacions séptiques

postoperatóries i postraumátiques. Causa pneumonía en pacients amb fíbrosi quística i está
associat a infeccions de la córnia.

L'estructura de 1'antigen O de molts serotips de P. aeruginosa segueix algunes regles. Els

components tipies de l'antigen O de P. aeruginosa són aminosucres acídics (mono- i

diaminosucres) i aminosucres acídics (GaWA, ManACAA.). Les unitats de repetició contenen de
2 a 4 residus. Habitualment, l'antigen O conté modificacions per altres substituents (acetil,

formil, hidroxibutiril).

Algunes soques de P. aeruginosa coexpressen dues formes diferents de LPS, que s'anomenen
bandes A (LPS de tipus A) i bandes B (LPS de tipus B), segons el seu patró de bandes en análisis

per SDS-PAGE. El LPS de tipus B conté un heteropolímer amb les característiques descrites
anterionnent. El LPS de tipus A conté un homopolímer format per un trisacárid de D-Rha amb

enllaqos (1—>2), (l-»3) i (1—>3) (Taula 3.6). Donada la freqüéncia d'aparició aquest polímer es

considera un antigen comú a la majoria de serotips.

Taula 3.6 Estructura de les unitats de repetició de l'antigen O en Pseudomonas aeruginosa.

ESTRUCTURASEROTIP REF.

Antigen comú de
Pseudomonas

aeruginosa

->3)-a-D-Rha-( 1 ->3)-<x-D-Rha-( 1 ->2)-<x-D-Rha-( 1 -> Rivera, 1989
Lam, 1989

P. aeruginosa 0:5 ->4)-P-D-ManNAc3AA-( 1 -»4)-p-D-ManjVAc3AAcA-( 1 ->3)-a-D-FucAAc-(l ■-> Knirel, 1988

3.2.9 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae és un importat patogen humá que causa diarrea i está associat a una alta

mortalitat, especialment en paisos del tercer món.
En base a les diferéncies estructuráis de l'antigen O, V cholerae es classifíca en 0:1 i no-0:l. El

grup 0:1 es subdivideix en dos grans grups (Ogawa i Inaba) i el grup no-0:l es subdivideix en

0:2 i 0:155. Está establert que V. cholerae 0:1 expressa tres factors antigénics: el factor A, el
factor B d'Ogawa i el factor C d'Inaba. Per tant, el grup Ogawa posseeix la fórmula antigénica
AB i el grup Inaba, la fórmula AC.
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L'antigen O deis grups Ogawa i Inaba són homopolímers constituíts per (1—»2)-D-perosamina
N-acetilada amb ácid 3-deoxi-L-glicero-tetrónic (Taula 3.7). En el cas d'Ogawa, l'extrem no

reductor está metilat. Les bases estructuráis que expliquen la reactivitat creuada entre els dos

grups es fonamenten en la presencia del factor A.

Taula 3.7 Estructura de les repeticions de l'antigen en V. cholerae.

REFERENCIAESTRUCTURASEROTIP

Kenne,1982
Guhathakurta, 1986

0:1 Ogawa 3 -0-Me-a-D-Rha^4NR-( 1 ->[2)-a-D-Rhap4JVR( 1 ]„-»

R=CH70H-CH2-CH2- CH20H(S)-C0-
0:1 Inaba Kenne, 1982

Isshiki, 1995
-a-D-Rha/;4NR-( 1 ->[2)-a-D-Rhap4NR-( 1 ]„—>

R= CH2OH-CH2-CH2- CH20H(S)-C0-

3.3 Relació estructura-activitat en Vantigen O

L'antigen O determina les especificitats serológiques del LPS i constitueix un receptor per

bacteriófags. En molts casos, el bacteriófag no reconeix solament una estructura determinada
sino que també una determinada conformació de la unitat de repetició (Linberg, A. A., 1983 ).
La conformació de l'antigen O també és importat en l'activació del complement i en la
virulencia de la bactéria. El LPS activa la via alternativa del complement C' a través de l'antigen
O. Tot i aixó, l'eficiéncia de l'activació és depenent de 1'estructura de les unitats de

repetició.Anticossos, enzims i proteines del complement interaccionen específícament amb

regions definides de l'antigen O. Per comprendre millor aquesta interacció, la conformació
tridimensional de l'antigen O s'hauria d'elucidar en cada cas.

3.4 Estructura química del nucli del LPS

3.4.1 Introducció

El nucli del LPS és un heterooligosacárid sense unitats de repetició. L'oligosacárid pertanyent al

nucli, unit al lípid A, está present en totes les bactéries Gram negatives estudiades fíns al
moment.
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Tot i que s'ha observat que els mutants R són menys patógens que la soca parental S de la qual

provenen, existeixen soques salvatges amb morfología R altament patógenes per l'home. És el
cas de Bordetella pertussis, Bacteroides fragilis, Haemophilus influenzae, Neisseria

meningitidis, Neisseria gonorrhoeae, Acinetobacter calcoaceticus i la familia Chlamydiaceae.
L'análisi de l'estructura del nueli del lipopolisacárid de diferents bactéries és important per

descobrir diferencies en l'activitat biológica, especialment quant a les propietats

immunológiques.
Una característica química del nueli és la presencia de dos sucres:

-ácid 3-deoxi-D-/wi/tt?-octulopiranosónic (Kdo):

-Heptopiranosa. Pot trobar-se en la configuració L-glicero-D-mano (L,D-Hep/?) i D-glicero-D-
mano (D,D-Hepp)

HO„ ‘‘•i. OH

H

OHO OH
HOA H H

OHH

D,D-Hep
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La D,D-Hep es considera un precursor de la L,D-Hep. La L,D-Hep es troba en la part proximal
al lípid A que, especialment en Enterobacteriaceae, s'ha anomenat nucíi intern. El nucíi extern,

en contrast, conté básicament hexoses.

Les unions del Kdo són extremadament sensibles a la hidrólisi ácida. S'ha trobat Kdo en tots els

LPS, com a mínim una unitat unida al lípid A en el nucli intern. Les heptoses, pero, no s'han
trobat en tots els LPS. Noraralment es troben adjacents al Kdo, tot i que també es troben a

vegades en parts més distáis del nucli i, fins i tot, en 1'antigen O.
La variabilitat estructural del nucli entre espécies de la familia de les Enterobacteriaceae és

limitada. Així, en Salmonella només s'han identifícat dos tipus diferents de nucli i en E. coli,
cinc tipus diferents. En el grup de Proteus i géneres relacionats i en Citrobacter s'han identifícat
cinc i quatre tipus de nuli, respectivament.
Les diferéncies estructuráis entre els diferents nuclis són degudes principalment a la regió del
nucli extern, mentre que el nucli intern está molt més consevat estructuralment. Donat que

alguns bacteriófags s'uneixen a la regió de l'antigen O i del nucli durant la infecció, és
relativament senzill seleccionar mutants R amb estructures de LPS truncades. Així, és possible
construir una classifícació de subestructures de LPS, anomenades quimiotips. En molts casos

aquests mutants no están caracteritzats genéticament.

Comparat amb altres components del LPS, no es coneix molt sobre l'activitat i la funció del nucli
extern. Tot i així, s'ha vist que el nucli extern está involucrat en les següents funcions/activitats:
•determina les especifícitats del nucli.

•actúa com a receptor del fags.

•está involucrat en la unió a limfócits (Jirillo, 1990 ).

Quant al nucli intern, s'ha demostrat que la regió del Kdo té un gran importáncia per les
activitats biológiques i les funcions de la molécula del LPS que, entre d'altres, són:
•conté l'epitop comú per anticossos i factors del sérum ( Brade, 1987; Rozalski, 1989; Brade,
1985 ).
•modula l'activitat biológica del lípid A (Lüderitz, 1989 ). Mentre que está establert que el lípid
A és essencial pels efectes endotóxics in vivo ( per exemple, la pirogenicitat, letalitat, etc.), el

grau de bioactivitat del lípid A pot estar modulat per la fracció polisacarídica , en concret peí
nucli intern. Per exemple, l'alliberament d'interleukina I i leucotrié C4 per cél.lules
mononuclears no es duu a terme peí lípid A si no conté fracció polisacarídica. Aquesta inducció
sí que es produeix en mutants Re (contenen només lípidA i Kdo).
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•és essencial per la viabilitat de la bactéria (Osbom, M. J, 1979 i Vaara, M et al, 1979 ).

A continuado, es descriuen les estructures del nucli del LPS de diverses famílies i géneres. Entre

aqüestes estructures, les que es coneixen millor pertanyen a les Enterobacteriaceae i, en concret,

a E. coli i Salmonella.

3.4.2 El nucli del LPS en la familia Enterobacteriaceae

3.4.2.1 Escherichia coli

E. coli constitueix una de les especies bacterianes més ben estudiades en termes bioquímics,

(d'estructura química deis polisacárids i proteines) microbiológics i genétics. La majoria deis
estudis genétics han estat fets amb la soca K-12. Fenotípicament, E. coli K-12 és un soca amb

morfologia R i posseeix un nucli complet. S'ha vist que dues mutacions independents es van

produir en línies diferents de E. coli K-12. Les dues van donar com a resultat la pérdua de

Lantigen O (Liu, 1994 ).
En E. coli, s'han identifícat cinc estructures diferents de nucli: el de YE. coli K-12 i els

oligosacárids Rl, R2, R3 i R4 (Taula 3.8 i Figura 3.2). Dintre deis aillats clínics, el tipus R1 és el
més freqüent (Appelmelk, 1994 ).
L'estructura del nucli intern és comuna a tots ells i está composada per Kdo i L,D-Hep. En E.
coli K-12 W3100, existeix una substitució parcial en el Kdo II per un tercer residu de Kdo en

posició 4 o per L-Rha en posició 5, que pot estar absent en les altres soques (Holst, 1990 i 1991).
En el cas de la soca AB1133, que no posseeix L-Rha, el nucli K-12 consisteix en 3 oligosacárids

(OS1, OS2 i OS3), l'estructura deis quals es mostra en la Taula 3.8

L'OSl representa l'oligosacárid més petit. OS2 i OS3 contenen l'estructura d'OSl pero están

substituís. En el cas d'OS2, está substituit peí disacárid L-a-D-Hep/>( 1 —»6)-a-D-Glc£>( 1 —

Aquests resultáis están d'acord amb els préviament publicáis per J.D. Klena (1992) on es

demostrava la preséncia de tres bandes diferents en análisis per SDS-PAGE del LPS de la soca

AB1133. En el nucli R2 la D-Gal pot estar present en lloc de la L-Rha.

El nucli extern está composat per 4 o 5 residus de D-Glc i D-Gal combináis de diferents maneres

per cada tipus de nucli. El nucli extern per R2 i R3 está substituit per D-GlcAAc. Els nuclis Rl i
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R3 están substituits per D-GlcN/Kc en la L,D-HepIIl del nucli intern. El nucli intern está
substituid en la posició 4 de 1'HepI i HepII per fosfat i pirofosfoetanolamina.
Taula 3.8 Estructura deis oligosacárids del nucli del LPS d'E. coli.

QUIMI-
OTIPS

ESTRUCTURA REF.

E.coli W3100, W3110, AB1133
R-»2)-a-D-Glc/)-(l-»3)-a-D-Glc/)-(l-»3)-L-a-Hep/)-(l-»3)-L-a -D- Hep/)-(l-»5)-a -Kdo

K-12

Holst,
199176 4

T t t
Pakulski,1 1 2

1991a-Kdo-(2—»4)a-a-Kdoa-D-Gal/) L-a-D-Hep/)
5

t
1

Rlad

R = H
R = L-a-Hep/)-(l-»6)-a-D-Glc/>-(l—>
R =P-D-Glc/)JVAc(l-»7) - L-a-Hep/>-(l-»6)-a-D-Glc/)-(l—»

OS1
OS2

OS3

Jansson,
1979

R1 a-D-Gal/)-(l—»2)-a-D-Gal/)-(l—»2)-a-D-Glc/>-(l-»3)-L-a-D-Hep/)-(l—>3)-L-a -D-Hep/>-(l—>5)-a-Kdo
73 4

T t
Vinogradov,
1999

1 1 2

a-Kdo-(2->4)a-a-KdoP-D-Glc/? L-a-D-Hepp
7

t
1

a-D-Glc/)^

E. coli EH100, F576
a-D-Glc/>-(l-»2)-a-D-Glc/>-(l—>2)-a-D-Glcp-(l—»3)-L-a-D-Hep/>-(l—>3)-L-a-D-Hep/)-(l-»5)-a-Kdo

R2 Holst,
1989

6 72 4

t t t t
1 1 1 2

Jansson,
1979

a-Kdo-(2-»4)a-a-Kdoa-D-Glc/)AAc a-D-Gal/? L-a-D-Hep/)
7

t
Hammerling,
1971

1

R2.ac

R3 Müller-
Loennies
1994

a-D-Glc/)-(l ->2)-a-D-Glcp-( 1 —»2)-a-D-Gal/)-(l -»3)-a-D-Glc/>-( 1—»3)-L-a-D-Hep/)-( 1 -»-3)-La-D-Hep/p-( l-»5)-a-Kdo
3 7 4

tt t
1 1 2

Jansson,
1979

a-Kdo-(2-»4)a-a-KdoL-a-D-Heppa-D-Glc/yVAc
7

t
1

a-D-Glc/>AAc“

a-D-Gal/>-(l —»2)-a-D-Gal/)-(l —>2)-a-D-Glc/)-(l -»3)-a-D-Glc/)-( 1 —> Nucli intembR4 Feige,
19774

T
1

(3-D-Gal/)

R2c: a-D-Gal/; en EH100

“R1: a-L-Rha en les soques W3100 i W3110

a; Substitució en quantitats no-estequiométriques
b: Estructura encara no elucidada per complet
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es mostra un esquema deis diferents quimiotips que s han identificat enEn la Figura 3.2
E. col i.

3.4.2.2 Salmonella entérica

S. entérica expressa dos oligosacárids diferents:

•Ra, en el serovar Typhimurium (Minnesota), considerat fins fa poc com l'únic present en totes

les Salmonella.

•Un nou oligosacárid pertanyent al serovar Typhimurium (Arizonae Illa 062), descrit
recentment (01sthoorn,1998).

El nucli intem de S. entérica i E. coli está format pels mateixos monosacárids. En el nucli extern,

en canvi, la col.locació de les hexoses és diferent en els dos casos (Taula 3.9)

S. entérica conté la seqüéncia a-D-Glc/>-(l-A2)-a-D-Gal/>(l-»3)-a-D-Glc/?-(l—>, comuna a R3
d'E. coli. Aquesta seqüéncia está substituida per residus laterals de D-Gal i de D-GlcAA.c.

Aqüestes dues substitucions són comunes a E. coli R2. E. coli R3 conté només la substitució de

GlcAA.c. En el nou oligosacárid descrit en Salmonella, la D-GlcAAc no hi és present i en el seu

lloc es troba Glc/xx(l—>2).
La regió del nucli intern també conté fosfats units a les Hep. Fosfat o pirofosfoetanolamina están

units a 1'HepI i fosfat está unit a 1'HepII.
En S. entérica s'ha obtingut una col.lecció de mutants R, la majoria obtinguts per resistencia a

bacteriófags. Així, s'ha pogut descriure tota la série de quimiotips a partir de 1'estructura del
nucli de Salmonella entérica Typhimurium sv. Minnesota. S'han descrit deis quimiotips Re,

Rd2, Rdl, Re, Rb3, Rb2, Rbl i Ra.

En la Figura 3.3 es mostra un esquema del LPS de Salmonella entérica Typhimurium sv.

Minnesota on s 'indiquen els diferents quimiotips.
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Figura 3.2 Representació esquemática deis diferents quimiotips descrits en E. coli.

Gal,

Glc

Repetició
Antigen O
n= 1-40

Rha

I
Glc

Quimiotips
Ra

Glc

Rb >

> Nucli
Extern

Glc
Re

Rdl

Nucli
r Intem

Rd2

Re

R1

Substituents parcials

R‘:P
R2: Kdo, Rha and/or p-Etm
R3 : P or P - P - Etm
R4 : P
R5: Hep
R6: Hep or GlcNAc

V Lípid A
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Taula 3.9 Estructura deis nuclis descrits en Salmonella entérica.

REF.QUI ESTRUCTURAMI-
OTIP

Jansson.
1981

Brade,
1985

S. entérica sv. Minnesota

AgO—»4)-a-D-Glcp-( 1 —»2)-a-D-Galp-( 1 -»3)-a-D-Glcp-(l-»3)-L-a-D-Hep/K1 —>3)-L-a-D-Hepp-( 1 —>5)- a-Kdo
Ra

4762
tttT

Tacken,
1986

Holst,

2111

a-Kdo-(2->4)a- a-Kdoa-D-Gal L-a-D-Heppa-D-GlcpNAc

1990

Olsthoom,
1998

S. entérica sv. Arizonae

AgO—>4)-a-D-Glcp-(l->2)-a-D-Ga]^-(l->3)-a-D-Glcp-(l->3)-L-a-D-Hepf-(l-^3)-L-a-D-Hep/i-(l—>5)- a-Kdo
Ra

4762
TTtt
211 1

a-Kdo-(2—»4)a- a-Kdoa-D-Gal L-a-D-Hep/^a-D-Glc/;

a= Substitució en quantitats no-estequiométriques

Figura 3.3 Quimiotips descrits en S. entérica. FA=ácids grassos.

KDO 111
2

■1' ©-Bn
4

Gal I Hep III KDO IIGIcNacAbe-OAcAbe-OAc Glc
© © Bn¡“T

i 4 i
1.3

111 211 1
a a

a a a

62 44*3 33
1.3 T.61.2 1.3 1.5 26'1.2 1.3 1.41.4 1.3 1.4

GlcN IGlcl- Hep II- KDO I GlcN IIGal IIMan Rha —»-Gal — Glc II - Hep I ~Man—► Rha —»-Gal
l a aia a

Rd 2j l~Re[Ral [RbT| [Rb2] [Rb3] rRcjfRdll
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3.4.2.3 Shigella spp

Els oligosacárids del nucli en Shigella spp semblen estar estructuralment conserváis. En el cas de
5. sonnei Phase I PhI3 i S.flexneri són idéntics i molt semblants ais oligosacárids d'E. coli R1 i
R3 (substitució de D-GlcTV’ en la L,D-HepIII) (Taula 3.10). La regió del Kdo encara no s'ha
elucidat per complet pero es pensa que un segon residu de Kdo podría ser-hi present ja que s'ha
detectat la seva preséncia en S. sonnei

Taula 3.10 Estructura del nucli del LPS en Shigella.

ESPÉCIES,
TIFUS DE NUCLI

ESTRUCTURA REF.

R2—»3)-a-D-Glc/>-(l—»3)-a-D-Glc/i-(l-»3)-L-a-D-Hepp-(l->-3)-L-a-D-Hep/>-(l—»5)a-Kdo Gamian, 1982
2 7

t t Lugowski,1986Rl 1

a-D-Glc/?Ar-(l—»7)-L-ct-D-Hepp

R1 = R2 = HS. sonnei R-type Gamian, 1982

Lugowski,1986
R1 =a-D-Galp-(l-»2)-a-D-Gal/7-(l->
R2 = [->4)-a-L-Al1^VAcA-(l-^3)-P-D-Fuo/7ÍVAc4Ar-(l-»]4 -»3)-P-D-Glc/Kl-*

S. sonnei
Phase I Ph II

Gamian, 1982

Lugowski,1986
R1 = a-D-Gal/>-(l—>2)-a-D-Gal/>-(l—>
R2 = a-L-Altp.¥AcA-(l-*3)-P-D-FucpVAc4V-(l-*3)-p-D-Glc/)-(l->

S. sonnei
Phase IPh 12

Gamian, 1982

Lugowski,1986
R1 = a-D-Galp-(l -»2)-a-D-Galp-(l
R2 = p-D-Glop-(l->

S. sonnei
Phase I Ph 13

Gamian, 1982

Lugowski,1986
R1 = a-D-Gal;>-(l—»2)-a-D-Galp-(l
R2 = P-D-Glcp-(l->

S. flexneri Lugowski, 1986

3.4.2.4 Klebsiella pneumoniae

S'han identifícat dos nucli de K. pneumoniae. Un d'ells va ser determinat a partir del serotip 0:8

(Sevem,1996 ) i l'altre a partir del serotip 0:1 (Süsskind, 1995 ). En els dos casos, el LPS que es

va analitzar no contenia la fracció polisacarídica corresponent a 1'antigen O.
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En els dos casos, la regió del nucli intem és idéntica i, com en altres Enterobacteriaceae, está
constituit per Kdo i 3 residus de L,D-Hep. A diferencia, pero, d'E. col i i Salmonella, en posició
0-4 de la Hepl hi ha el disacárid P-D-Gal/?A-(l->6)-p-D-Glcp. En el 0-3 de la L,D-HepII
s'uneix el nucli extern, constituit per:

•a-D-Glcp-(l—»4)-a-D-Gal/?A en K. pneumoniae 0:8.

•D-a-D-Hep/?-( 1 ->2)-D-a-D-Hepp-( 1 ->2)-D-a-D-Hep/>( 1 ->2)-D-a-D-Hepp-( 1 ->6)-a-D-
Glc/?N-( 1 —»4)-a-D-Gal/>A en K. pneumoniae 0:1.

La diferencia entre els dos oligosacárids está en la cadena de D,D-Elep i en la presencia de

GlcpJV en K. pneumoniae 0:1 (Taula 3.11)
Cal destacar que els nuclis de K. pneumoniae no contenen grups fostat. Aixó dona lloc a

especular sobre la funció del residu d acid galacturónic com a portador de les cárregues
negatives necessáries per les funcions biológiques del LPS com per exemple 1'acumulado de
cations en la superficie bacteriana.

Taula 3.11 Estructura del nucli del LPS enK. pneumoniae 0:8 i 0:1.

REF.ESTRUCTURASEROTIP

R->4)-a-D-GalpA-(l->-3)-L-a-D-Hep/)-(l-í-3)-L-a-D-Hepp-(l-»-5)-a-Kdo
47 4

t tt
1 21

(3-D-GlcpL-a-D-Hep¿> Kdo
6
t
1

P-D-Ga]/)A

Sevem,
1996

RFK11

(0:8")
R =a-D-Glcp-(l->

Süsskind 1995R = DaD-Hepp-(l—»2)-DaD-Hepp-(l-»2)-Da-DHepp-(l—>2)- DocD-Hepp-(l-»6)-a -D- GlcpjV-(l—>R20 (O: 1")
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3.4.2.5 Proteus spp

El genere Proteus está format per quatre especies: Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Proteus myxofaciens i Proteuspenneri. La majoria deis estudis estructuráis del nucli s'han dut
a terme amb P. mirabilis (serotipus 03). Recentment s'ha elucidat l'estructura del nucli de
P. mirabilis serotipus 027 (Vinogradov, 1999) i de Proteus vulgaris 02 (Vinogradov, 1999).
En aquests estudis s'ha vist que el nucli de Proteus difereix bastant al nucli d'E. coli i
Salmonella i seria més similar al de Klebsiella peumoniae. S'ha determinat el nucli complet
de P. mirabilis R110/1959 (Radziejewska-Lebrecht,1989 i Vinogradov, 2000). L'estructura

re-analitzada d'aquesta soca presenta trets peculiars que no s'havien descrit fíns al moment

com ara la preséncia fosfoetanolamina en 1'HepII del nucli intem o bé la presencia de AraN
unida al Kdo (Taula 3.12). Aqüestes dues característiques també s'han identificat en el nucli
de Proteus vulgaris 02. En aquesta soca també destaca la preséncia d'un tercer residu de L,D-

Hep que no pertany al nucli intem.Totes les estructures es mostren en la Taula 3.12. Algunes
de les característiques que comparteixen el nucli de P. mirabilis i el de K. pneumoniae són les

següents:

•S ha vist que el nucli de Proteus conté D-GalA com a component característic.

•L'HepI está substituida en posició 0-4 per Glcp amb enllag (3(1—>4).

•D,D-Hep/> hi és present.

3.4.2.6 Yersinia spp

El nucli del LPS en el génere Yersinia s'ha caracteritzat en Yersinia enterocolitica Ye75R

(0:3) (Radziejewska-Lebrecht, J, 1994) i en Yersinia enterocolitica 0:9 (Müller-Loennies, S,

1999) (Taula 3.13)
En els dos casos, l'estructura del nucli és forga diferent de l'estructura en E. coli i Salmonella.

L'HepI está substituida per Glc mitjangant enllag (3(1—>4) i la D,D-Hep també hi és present.

No s'han identificat residus de fosfat ni de fosfetanolamina en la regió del nucli intem

(Només en el serotipus 0:3 s'ha trobat una substitució parcial de fosfat en el nucli extern).
Análisis genétiques suggereixen que la regió del nucli extern formada per D,D-Hep podría

representar un ancestre d'una unitat de repetició de l'antigen O (donat que 1'operó de la
biosíntesi del nucli extern presenta homologies amb operons de la biosíntesi d'antígens O
d'altres enterobactéries.
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Taula 3.12 Estructura del nucli del LPS en Proteus spp.

REF.ESTRUCTURASOCA
Radziejewska
-Lebrecht,
1988

P-D-Glc-(1 -»3)-L-a-D-Hepp-(l ->5)a-KdoProteus

mirabilis
R4/028

4 4

t T
i 2

L-g-D-Hepp a-Kdo
Vinogradov,
1999

Proteus
mirabilis
027

P-Gal-(1—>7)- a-DD-Hep-(l->-2)-a-D-GalA-(l—>-3)-L-a-Hep-(l-»3)-L—a-Hep-(l-»5)-a-Kdo
47 44
4t t4
21 11

a-Kdo7PP-D-Glca-GaLV a-D-Hep
7 44

4 4T
11 1

a-GalAGal/VAc P-D-GalA
5
T
i

P-Glc

Radziejewska
-Lebrecht,
1989

D-a-D-Hep/7-(l->6)- P-D-GlcjVAc-(l-*4)-a-D-GalA-(l-»3)-L-a-Hep-(]-»3)-L--a-Hep-(l-»-5)-a-KdoProteus
mirabilis 2 7 4

T 44
03 ll l
Rl 10/1959 P-D-Glccc-D-Glc a-D-Hep

7 6

44

P-D-GalA a-D-Glc

p-L-AraAr
1

4

Vinogradov,
2000

8

D-a-D-Hep/j-(l—>-6)- a-D-GlciV-(l->4)-a-D-GalA-(l—»3)-L-a-Hep6PEtN-(l-»3)-L~a-Hep-(l-»5)-a-Kdo
2 7 44

4 4 4 T
i i i 2

P-D-Glca-D,D-Hep a-D-Hep a-Kdo
7

4
1

p-D-GalA
Vinogradov,
1999

Proteus

vulgaris
P-L-AraV

1

4
02 8

a-Hepp-(l-*2> a-D,D-Hep-(l->2)-a-GalA-(l->3)-L-a-Hep6PE1N-(l->-3)-L~a-Hep-(l->5)-a-Kdo
74 4 4

t 4 4 4
1 1 1 2

a-GalV a-D-Hep P-D-Glc a-Kdo
4

4
1

GalVAc
4

4
1

P-Gal
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Taula 3.13 Oligosacárids pertanyents al nucli del LPS en Yersinia enterocolitica.

REFERENCIAESTRUCTURASEROTIP
Radzie j ewska-Lebrecht,
1994

Yersinia
enterocolitica
Ye75R (0:3)

L-a-D-Hep-( 1 ->7)-L~a-D-Hep-( 1 ->-3)-L-a-D-Hep-( 1 ->5 )-a-Kdo
7 2 4

T t T
1 1 1

P-D-Glc p-D-GlcD-a-D-Hep
7
T
P (40%)

Müller-Loennies,
1999

Yersinia
enterocolitica
0:9

L-a-D-Hep-( 1 ->7)-L-a-D-Hep-( 1 ->3)-L-a-D-Hep-( 1 ->5)-a-Kdo
2 4 47

tT t t
1 1 1 2

D-a-D-Hep P-D-Glc P-D-Glc a-Kdo

3.4.2.7 Citrobacter spp

Una característica peí genere Citrobacter és l'existéncia simultánia de nucli complet i

incomplet en soques salvatges. Les estructures del nucli de Citrobacter freundii es

resumeixen en la Taula 3.14. Les estructures del nucli extern són diferents a E. coli i

Salmonella , tot i que l'estructura del nucli intern és molt similar. En el serotip 0:23
s'ha identificat la presencia de D-Gal/?A.

3.4.3 El nucli del LPS en la familia Vibrionaceae

3.4.3.1 Vibrio cholerae

Les estructures del nucli de V. cholerae 0:1 Ogawa i el d'Inaba són idéntiques

(Vinogradov, 1995 ).S'ha trobat només un residu de Kdo que está fosforilat en posició
4. El nucli intern está format per quatre residus de L,D-Elep. L'Elepl está substituida
també per D-Glc/? (Taula 3.15) La preséncia d'un residu de fructosa sembla teñir

importancia biológica quant a les propietats serológiques del LPS (Kaca, 1986).
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Taula 3.14 Estructures del nucli del LPS de Citrobacter freundii.

REF.ESTRUCTURASER.

0:4 Romanowska
1988i

0:36

PD-GaL/VAc(l—»4)-aD-Gal¿VAc(l-»3)-PD-GlcAfAc(l->4)-a-D-Glc(l-»2)-aD-Glc(l—»3)-La-D-Hep(l->3)La-D-Hep(l—>5)-Kdo
4 7

t t
1 1

R-(1h>6)-P-D-G1c L-a-Hep

0:27 Dabroski,
1988

a-D-Glc-(l—»2)-a-D-Glc-(l—»2)-a-D-Gal-(l—>-3)-a-D-Glc-(l—>3)-L-a-D-Hep-(l->3)-L-a-D-Hep-(l-»5)-Kdo
73

tT
11

a-D-GaLVAc L-a-D-Hep

0:23 Romanowska
1990

a-D-Glc-(l—»2)-a-D-Gal-(l—»2)-a-D-Glc-(l—>4) -a-D-Glc-(l—»3)-L-a-D-Hep-(l—>3)-L-a-D-Hep-(l-»5)-Kdo
7

t
1

L-a-D-Hep
7
t

p-D-GalA

R=a-D-Glc en el serotipus 0:4 i a-D-Gal en el serotipus 0:36.

3.15 Estructura del nucli del LPS de V. cholerae 0:1

SER. ESTRUCTURA REF.
Vinogradov,
1995

0:1
L-a-D-Hep a-D-Glc

1 1
4- 4
6 6

a-D-GlcAr-( 1—»7)-L-a-D-Hep-( 1—»2)-L-a-D-Hep-( 1 —»3)-L-a-D-Hep-( 1 —»5)-a-Kdo
4

t
1

P-D-Fru-(2->6)-P-D-Glc

3.4.3.2 Aeromonas spp

Es coneixen tres quimiotips pertanyents a Aeromonas hydrophila (I, II i III).
La característica més important de les estructures del nucli d'Aeromonas salmonicida i

dAeromonas salmonicida salmonicida és l'existéncia de Kdo furanósic substituid en

0-6 per Hepl (Taula 3.16).
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Taula 3.16 Estructures del nucli del LPS d'espécies d Aeromonas.

ESPECIE REF.ESTRUCTURA

L-oc-D-Hep Banoub,

1983

A.hydrophila

Quimiotip II
l

t
6

P-D-Glc-(1—»4)-L-a-D-Hep - (1—»2)-L-a-D-Hep
3

t
1

oc-D-GlcN(l —>7)-L-a-D-Hep

a-D-Glc Banoub,A.hydrophila

Quimiotip III
1

1981t
6

P-D-3,6d-Glc3AAc(l->3)-a-D-Gal-(l-»3)-L-a-D-Hep-(l-»2)-L-a-D-Hep
4

t
1

a-D-Glc

A.hydrophila D-a-D-Hep L-a-D-Hep Michon,
1 1

1984A6 t t
6 6

P-D-Gal -(1—»4)-D-a-D-Hep-(l —»6)-p-D-Glc-(l—>4)-L-a-D-Hep-(l-»-2)-L-a-D-Hep
3
t
1

ct-D-GlcN-( 1 -»7)-L-g-D-Hep
L-a-D-Hep-(l->2)-L-a-D-Hep-(l-»3)-L-a-D-Hep-(l-»6)-Kdq/' Shaw,A. salmonicida

1986

A. salmonicida L-a-D-Hep Shaw,
1

1990salmonicida T
6

a-Gal-( 1 —>6)-a-Glc-( 1 —>4)-a-GalNAc( 1 —>4)- L-a-D-Hep-(l->2)- L-a-D-Hep-(l-»3)-L-a-D-Hep-(l->6)-Kdo/
4
4

1

a-D-GlcN-(l ->7)-L-a-D-Hep
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3.4.4 El nucli del LPS en la famíla Neisseriaceae
La majoria deis membres de la familia Neisseriaceae posseeixen un LPS de tipus R. El
LPS que expressen s'anomena lipooligosacárid (LOS) ja que está format només per

lípidA i el nucli (oligosacárid).

3.4.4.1 Neisseria spp

N. meningitidis és un patogen important que causa meningitis i septicemia. S'han
identificat onze serotips diferents (Ll-Lll), Lepitop deis quals es troba situat en

1'oligosacárid pertanyent al nucli del LPS. L'estructura básica está constituida per un

trisacárid de L,D-Hep-L,D-Fíep-Kdo on destaca l'abséncia d'un tercer residu d'heptosa.
En el seu lloc, l'Hep II está unida en posició 2 a una D- GlcAAc. A diferencia de les
estructures de la familia Enterobacteriaceae, els residus de Glc están units per enllaqos

(3 (Taula 3.17). Cal destacar que 1'HepI está sempre unida a una Glc en posició J3(l—>4)
i que aquest enllag está catalitzat per la proteina LgtF (Figura 3.4), la qual presenta
similitud amb la proteina WaaE de Serrada marcescens (Apartat 2 de resultáis).

Taula 3.17 Estructura del nucli del LPS en N. meningitidis.

ESTRUCTURA REF.SEROTIP

R (l-*4)-P-D-Glc-(l->4)-L-a-D-Hep- (lH>5)KdoN.
3meningitidis

(estructura
básica)

t
1

R'-(l-*3)-L-a-D-Hep
2
T
1

cc-D-GlcNAc“

Di Fabio,
1990

Jennings,
1983

R = ct-D-Gal-(l->4)-P-D-GalL1

L2 R= P-D-Gal-(l-»4)-P-D-Glc-NAc-(l->3)-P-D-Gal, R' = a-D-Glc

Dell, 1990
Jennings,

L3, L7, L9 R = P-D-Gal-(l-»4)-P-D-Glc-NAc-(l->3)-P-D-Gal, R' = H

L4 1987R = P-D-Gal-(l->4)-P-D-Glc-NAc-(l->3)-P-D-Gal

L5 R = P-D-Gal-(l->4)-P-D-Glc-NAc-(l-»3)-p-D-Ga]-(l->4)-P-D-Glc, R' = a-D-
Glc

L6

R= P-D-Glc-NAc-(l—>3)-p-D-Gal
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Figura 3.4 Esquema de 1'estructura del nucli del serotip L2 de N. meningitidis i els enzims involucráis en

la seva biosíntesi.

IgtE IgtF rfaC
I

—>3)-Gal-/3-( 1 —>4)-Glc7vrAc-j3-( 1 ->3)-Gal-y£( 1 -^4)-D-Glc-y£( 1 ->4)-L, D-Hep-a- (1 ^5)Kdo
tt 3

IgtB IglA t
1 <r-rfaF
a

Glc-oc( 1 —>3)- L, D-Hep
2

t <—rfaK
1

a

GlcTVAc

3.4.4.2 Acinetobacter spp

Recentment, s'ha determinat l'estructura del nucli á'Acinetobacter baumannii

(Vinogradov, E.V.,1998). Per primera vegada, s'ha identifícat un tetrasacárid de Kdo

(Kdoa2—>5Kdoa2->5(Kdoa2->4)Kdo.
Préviament s'havia descrit l'estructura del nucli en Acinetobacter calcoaceticus en qué
no hi havia la preséncia de L,D-Hep ni D,D-Hep. L'oligosacárid consisteix en D-Glc/? i
ácid octulosónic (Ko).

3.4.5 El LPS en la familia Chlamydiaceae

3.4.5.1 Chlamydia spp

La familia Chlamydiaceae conté un sol génere constituit per patógens intracel.lulars

obligats que causen malalties agudes i cróniques en animáis i humans. Chlamydia

psittaci infecta animáis tot i que les infeccions en humans poden ocasionar pneumonía.

45



Introducció

Chlamydia trachomatis (serovars de la A a la C) és l'agent causal d'infeccions

cróniques oculars que poden acabar en ceguesa. Els serovars que van de la D a la K
causen malalties de transmissió sexual en homes (uretritis i prostatitis) i en dones

(uretritis, cervicitis i salpingitis desembocant en molts casos en infertilitat).

Chlamydia pneumoniae és l'agent causal de pneumonía atípica i recentment ha estat

associada a la patogénesi i a les conseqüéncies clíniques de rarteriosclerosi.
Donat que Chlamydia spp és una bactéria intracel.lular obligada, és difícil obtenir-la en

grans quantitats. És per aixó que les análisis estructuráis del LPS són limitades. Tot i

aixó, es van poder obtenir grans quatitats de LPS usant una soca recombinant en la qual
s'havia clonat el gen de la Kdo transferasa (waaA). Chlamydia conté una única
estructura de LPS formada per un trisacárid de Kdo: a-Kdo-(2—>8)- a-Kdo-(2—>4)- a-

Kdo. Anticossos monoclonals contra aquest epitop són específics peí genere. Les

propietats serológiques del LPS nadiu són idéntiques tant al LPS recombinant (de-O-
acetilat i de-N-acetilat) i al pentasacárid difosfat obtingut per síntesi química (Holst,

1991).

3.4.6 El nucli del LPS en la familia Pasteurellaceae.

3.4.6.1 Haemophilus spp

Haemophilus influenzae causa bacterémia i infeccions invasives, per exemple,

meningitis. En soques salvatges d'H. influenzae només s'ha trobat LPS de tipus R i,

igual que en Neisseria, se l'anomena lipooligosacárid (LOS).
El nucli consisteix en Glc, Gal, Hep i Kdo. Només s'ha trobat un residu de Kdo en el

mutant Rd 1-69 R d‘ b+, que consisteix en una molécula de Kdo unida al lípid A i
fosforilada en posicions 4 i 5. L'existéncia d'aquest mutant suggereix que un únic
residu de Kdo fosforilat és sufícient per la supervivéncia de les bactéries Gram

negatives.
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3.4.7 El nucli del LPS en la familia Pseudomonadaceae

3.4.7.1 Pseudomonas spp

El nucli de Pseudomonas aeruginosa té unes característiques que no es troben en el LPS
de les Enterobacteriaceae ni de la majoria de no- Enterobacteriaceae.
En totes les soques de P. aeruginosa (amb un nucli complet o incomplet) el residu de D-
GaW está N-acetilat per D-Ala (Drewry, 1975; Rowe, 1983). El nucli de P. aeruginosa

PA01 es caracteritza per Palta concentració de grups fosfat, deis quals només dos s'han
localitzat en posició 2 i 4 del residu de L,D-HepI.
Tots els serotips de P. aeruginosa tenen en comú una modificado de la L,D-HepII que

consisteix en un grup carbamoil en posició 7 (Taula 3.18). Aquesta estructura es va

trobar en totes les soques del grup de RNA I que inclou, a més de P. aeruginosa, P.

fluorescens, P. putida i P. syringae. En altres grups de RNA, aquesta substitució sembla

que no hi és present.

Taula 3.18 Estructura del nucli del LPS de Pseudomonas aeruginosa 0:5 i 0:6.

SEROTIP ESTRUCTURA REF.
Beckmann,
1995

0:5
AgO
i D-Ala

i4

a-D-Glc/?-(l-»3)-a-D-Glc/?-(l—>4)-a-D-Gal/5ÍV-(l—»3)-L-a-D-Hepp-(l—>3)-L-a-D-Hepp-(l—»5)-a-Kdo
7 46 3

t tt T

CONH2 a-Kdo1 1

P -D-Glcp-( 1 -»2)-a-L-Rha P-D-Glcp

Masoud,
1995

AgO0:6
4 D-Ala

i4

a-D-Glcp-(l-»-3)-a-D-Glc/)-(l—»4)-a-D-GalpA'-(l-í-3)-L-a-D-Hepp-(l—>3)-L-a-D-Hepp-(l—>5)-a-Kdo
6 3 7 4

t T t t
conh2 a-Kdo1 1

P-D-Glc/?a-L-Rha
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3.4.7.2 Xanthomonas spp

S'han fet estudis en Xanthomonas sinensis. Només una molécula de Kdo es va

identificar i no es van detectar heptoses. Una molécula de mañosa está unida al Kdo i a

un residu de galacturonamida fosfat.

3.4.8 El nucli del LPS en la familia Rhizobiaceae.

3.4.8.1 Rhizobium spp

La familia Rhizobiaceae está constituida per bactéries no patógenes que viuen en

simbiosi amb plantes lleguminoses en qué participen del procés d'assimilació del

Nitrogen. En aqüestes bactéries s'ha identifícat LPS i polisacárids capsulars en la

superficie cel.lular. Sembla que els dos polímers juguen un paper important en

l'adhesió a l'hoste.

3.4.9 El nucli del LPS en la familia Legionellaceae

3.4.9.1 Legionella spp

El nucli de Legionella 0:1 ha estat identifícat (Knirel, 1995). Es va trobar una sola
molécula de Kdo i no es va detectar la preséncia d'heptoses. El nucli conté una cadena
de sis hexoses sense grups fosfat. La part distal del nucli conté tres unitats de
deoxisucres: 2 residus de L-Rha (acetilada en posició 2) i un residu de D-QuLVAc

(viosamina) (acetilada en posició 4). Per tant, la regió del nucli extern és forqa
hidrofóbic al igual que la cadena d'antigen O.
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3.4.10 El nucli del LPS en badéries fototrbfiques

Només s'ha aillat LPS de les famílies Rhodospirillaceae, Chromatiaceae,
Chlorobiaceae. No s'ha trobat LPS en la familia Chlororflexaceae. Una característica
del LPS aillat en les tres famílies és la preséncia de sucres metilats. Alguns d'aquests
LPS contenent heptoses: D,D-Hep i L,D-Hep en alguns casos i en altres casos només

D,D-Hep.

3.5 Relació estructura-activitat en el nucli del LPS

En general, el nucli del LPS no es considera com un factor de viruléncia per se, tot i que

en alguns estudis s'ha descrit un possible funció en l'adhesió d'algunes bactéries a

cél.lules hostes (Jacques, 1996).
A banda d'aixó, el nucli sembla teñir una funció indirecta en la viruléncia. Per exemple,
el nucli intem juga un paper molt important en establir la funció de la membrana
externa com a barrera. Aquesta funció podría explicar el grau de conservado estructural

present en E. coli i en Salmonella. La limitada variació estructural del nucli,

especialment del nucli intern, en comparació amb 1'antigen O, ha generat interés per la

possibilitat de crear anticossos contra aquesta diana (Di Padova et al

Stanislavsky et al, 1997).

El residu de Kdo és essencial per la viabilitat de la bactéria (Osborn, M. J, 1979 i Vaara,

Metal., 1979 ).
Les bactéries que tenen algún defecte en la biosíntesi del Kdo no creixen. Per tant, el
Kdo és un constituent obligatori del LPS i juga un paper vital per a la bactéria. El fet

que segurament no estigui present en cél.lules de mamífer ha donat lloc a la idea de
crear substáncies farmacológiques capaces d'interferir en la biosíntesi i, per tant, donar
lloc a un nova classe d'antibiótics actius contra bactéries Gram negatives en general.

1993;’ 5
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Fins al moment, s'han construit deriváis del Kdo que presenten bona activitat
antibacteriana in vitro ( Hammond,1987 i Goldman, 1987).
La funció del Kdo podría estar associada al seu grup carboxil. La presencia de cárregues

negatives en el grup carboxil constitueix el lloc d'unió de cations Ca i Mg . Aqüestes
unions són essencials per la integritat estructural de la membrana externa i, per tant, per

la supervivéncia de la cél.lula. El grup carboxil sembla també necessari en la
immunoreactivitat i en la inducció d'IL-1 per parí del LPS (veure apartat 2).
A banda del Kdo, sembla que els fosfats presents en el nucli intern (units a 1'HepI i

HepII en E. coli i Salmonella) j uguen també un paper molt important en Lestabilitat de
la membrana externa. Es creu que aquests grups faciliten les unions entre molécules del
LPS adjacents a través de cations divalents o poliamines. També poden facilitar la
interacció amb grups carregats positivament pertanyents a proteines. Els grups fosfat, a

més, eviten la penetració de compostos hidrofóbics a través de la membrana externa

(NikaidoN. et al, 1985).

La pérdua deis grups fosfat o la pérdua de totes les heptoses dona lloc a importants
canvis estructuráis en la membrana externa. Aquest fenotip s'anomena LPS Rd, de

l'anglés deep rough. Les soques que presenten aquest fenotip són hipersensibles ais

compostos hidrofóbics. La preséncia de grups fosfats sembla que no és Túnica forma
d'estabilitzar la membrana externa. Tal i com s'ha descrit anteriorment, en molts casos

Tabséncia de grups fosfat está compensada per les cárregues negatives d'altres
molécules. En el cas de Klebsiella penumoniae, que tal i com s'ha descrit no presenta

fosfat en el nucli intern, les cárregues negatives vindrien donades pels residus de GalA i
Kdo.
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3.6 Estructura del lípid A

L'elucidado final de l'estructura del lípid A es va finalitzar l'any 1983, després que el
1954 Westphal i Lüderitz iniciessin els estudis estructuráis del lípid A.
El lípid A representa la fracció lipídica del LPS, unida covalentment a la fracció

polisacarídica. Es possible separar el lípid A de la fracció polisacarídica a través
d'hidrólisi ácida suau (per exemple, amb ácid acétic al 1%). Aquesta hidrólisi trenca

preferentment la unió entre el residu de Kdol del nucli intem i el lípid A. El lípid A va

ser descobert arran d'investigacions en el LPS de S. entérica i E. coli i es va

caracterizar com un fosfoglicolípid característic amb una estructura única en la natura.

En la Figura 3.5 es mostra l'estructura del lípid A de quatre bactéries Gram negatives

diferents, les quals posseeixen un LPS altament actiu (E. coli, H. influenzae,
Chromobacterium violaceum, N. meningitidis).

El lípid A está composat per un disacárid de í3-glucosaminil-(l-»6)-a-D-glucosamina
fosforilat en les posicions 1 i 4’ que uneix (en el cas de les Enterobacteriaceae) sis o set

residus d acids grassos hidroxilats en posició 3, units tant per enlla?os ester com per

enlla^os amida. Els acids grassos que constitueixen el lípid A són acids grassos saturats

de 12 -ácid láuric- a 14 -ácid mirístic- átoms de Carboni. Aixó constitueix una de les

diferencies respecte els ácids grassos deis fosfolípids de membrana, que són insaturats.
A més, els ácids grassos que constitueixen el lípid A són de 2 a 6 átoms de Carboni més

curts que els glicerofosfolípids. La presencia de les hidroxilacions en posició 3 també
constitueix una diferéncia respecte ais glicerofosfolípids.
Els exemples presentáis en la Figura 3.5 demostren que el lípid A de diferents orígens
conserva una estructura similar. Tot i aixó, existeixen variacions en el disacárid, en les

característiques deis grups acils i en la substitució deis grups fosfat.
Per exemple, la Glc/v" pot estar substituida per 2,3-diamino-2,3-dideoxi-D-glucosa (D-

GlcAGiV) en el cas de Campylobacter jejuni. En Legionella pneumophila s'ha descrit el
disacárid G\cN3N-G\cN3N. A més, el lípid A de L. pneumophila té com a característica
la preséncia d acids grassos de cadena més llarga hidroxilats en la penúltima posició i
no en posició 3 com és habitual. Per exemple, hi ha ácid 27-hidroxioctacosanoic (28:0

(27-OH)), que posseeix una longitud doble del que és habitual. A més, també hi són
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presents altres grups acils poc habituáis com per exemple 28:0 (27oxo), 18:0 (3-OH),
20:0 (3-OH), 22:0 (3-OH).

En Rhodobacter sphaeroides, el lípid A conté només 5 grups acils i els ácids grassos

units per enlla? amida al disacárid són ácid 3-oxotetradecanoic (Figura 3.6). En aquesta

especie, sorprenentment, també s'ha identifícat la presencia d'ácids grassos insaturats
com a constituents del lípid A. Tant la presencia d'ácids grassos amb un grup ceto en

posició 3 com la presencia d'ácids grassos insaturats constitueix un fet inusual.

Aqüestes característiques també s'han descrit en Rhodobacter capsulatus (Figura 3.6).
El lípid A d'aquest génere té molt interés biológic ja que no posseeix activitat
endotóxica sino que, per contra, s'han trobat propietats antagonistes del LPS.

Es bastant freqüent la preséncia de substituents units ais grups fosfats. Alguns

d'aquests substituents están descrits en la Taula 3.19. En general, es tracta de grups

carregats i no están presents en quantitats estequiométriques. Aquests grups poden ser

fosfat (en E. coli), aminoetanol (S. entérica), aminoetanolfosfat (A. meningitidis) i L-
AraN (Proteus mirabilis, Yersinia pestis, Klebsiellapneumonías i S. entérica). Els grups

de L-AraA en el cas de S. entérica s'han associat a un fenotip de resistencia a la
Polimixina. L'addició de residus de L-AraA podría estar codificada peí gen pmrA i

pmrD (Roland, 1993 i 1994).

Per altra banda, els grups fosfat poden estar parcialment o totalment absents en el lí-

pid A. Per exemple, en Bacteroides fragilis falta el fosfat unit en posició 4. El cas més

sorprenent és el de Rhizobium leguminosarum bv Phaseoli on els dos fosfats están

absents. Un d'ells és substituit per D- GalA i en l'altre extrem la glucosamina está
oxidada en fonna d'ácid 2-amino-2-deoxiglucónic. Per tant, hi continúen havent

cárregues negatives, pero no en forma de grups fosfat.
El lípid A constitueix el principi endotóxic del LPS i representa, juntament amb el nucli

intem, la parí més conservada del LPS.
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Figura 3.5 Estructura quimica del lípid A de diverses bactéries Gram negatives.

ch3

ESPECIES

BACTERIANES

NÚMERO DE CARBONISR1 R2

OM N

Escherichia col i

Haemophilus influenzae
Neisseria meningitidis
Chromobacterium violaceum

14:0' 14 14 12H

H 14:0 14 14 14

12:0b H 14 12 12

1012:0 H 12 12

14:0a= ácid mirístic

12:0b= ácid láuric
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Figura 3.6 Estructura del lípidA de Rhodobacter capsulatus. Destaca la preséncia de només 5 grups acil i
ácid 3-oxotetradecanoic i ácids grassos insaturats. Aquest lípidA no posseeix activitat endotóxica.
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Taula 3.19 Substituents units ais grups fosfat de l'esquelet del lípidA (4'-P-P-D-GlcpjV-(l->6)-a-D-

Glc/t-l-P).

REFERENCIASUBSTITUENTS

C-lC-4'

pa Rietschel, 1982

Süsskind,

Helbig,1995
Kulshin, 1992

Kulshin, 1991

Rietschel, 1982

Broady, 1981

Dalla, 1985

Escherichia coli

Klebsiellapneumoniae

Legionellapneumophila
Neisseria meningitidis
Pseudomonas aeruginosa

Salmonella entérica sv. Minnesota

Vibrio cholerae

Yersiniapestis

L-Axap4Nbc L-Arap4Ní

P-EtN11 P-EtN

L-Arap4N EtNd

P-EtN

D-ArafL-Arap4N

Pa=substitució de fosfat no-estequiométrica

bL-Aiap4N= 4-amino-4-deoxy-L-araZ>;'HO-pentopiranosa.
c=en el lípid A de serotipus 0:3 pero no en el lípid A del serotipus 0:1.
dEtN=2-aminoethanol

¿D-Ara/=D-£íraA//w-pentofuranosa.

3.7 Relació estructura-activitat en el lípid A

El lípid A lliure expressa les mateixes activitats característiques del LPS, tais com la

pirogenicitat i la letalitat. Aixó indica, dones, que el lípid A representa el "principi
endotóxic del LPS" (Galanos et al., 1985 ). S'ha trobat també que en espécies no-

Enterobacteriacea existeixen variants del lípid A amb una estructura diferent. Per

exemple, en Rhodobacter capsulatus, el lípid A només posseeix 5 cadenes d'una

longitud mitjana de 12 átoms de carboni (Krauss JH et al, 1989) Moltes d'aquestes
variants no presenten activitat biológica pero poden actuar com a antagonistes de les
molécules actives de LPS o lípid A (Loppnow H et al, 1990 ).

Donat que el LPS i el lípidA són molécules amfifíliques, fonnen agregats en medís

aquosos per sobre una concentració crítica (CAC, concentració crítica d'agregats), la

qual depén de la seva hidrofobicitat i, per tant, de la seva estructura química primaria .
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L'estructura deis agregats depén de la conformado de les molécules que el formen que

depén igualment de l'estructura primária i de condicions com la temperatura, el pH, el
contingut en aigua i la concentrado de cations mono i divalents. La variabilitat en els

patrons d'adiado del lípidA i la variabilitat en la composició de sucres dona lloc a un

gran polimorfisme estructural, la importáncia del qual respecte a l'acció biológica de les
endotoxines no es coneix perfectament. Tot i aixó s'han descrit alguns requisits
necessaris per la bioactivitat del lípid A. L'activitat endotóxica requereix la presencia de
dos residus d'hexosamina, dos grups fosfat i sis ácids grassos. Els ácids grassos semblen

jugar un paper molt important en la bioactivitat del lípid A. El número d'ácids grassos,

la seva localització, la longitud i l'esteroquímica són elements claus.

Les propietats immunoreactives s han estudiat en front d'anticossos mono i policlonals.
Els determinants antigénics s'han localitzat només en la regió hidrofílica del lípid A.

L'especificitat deis anticossos és independent del patró d'acilació. Per tant, els ácids

grassos no formen part de l'epitop. Tot i aixó, donat el paper que juguen en la
conformado del lípid A, poden modular l'exposició deis determinants antigénics del

lípid A. Per altra banda, els grups fosfat són essencials per l'expressió de l'epitop del

lípid A.

4. BIOSÍNTESI DEL LÍPID A

Dades bioquímiques i genétiques han posat de manifest que la ruta de biosíntesi del

lípid A i del nucli intern está formada per reaccions seqüencials en qué els intermediaris
deriven duna série de precursors com ara: UDP-GlcAAc, R-3-hidroximiristoil-ACP,

ATP, CMP-Kdo, miristoil-ACP i lauroil-ACP.

La série de reaccions seqüencials que es duen a terme es descriuen a continuació i es

mostren en la Figura 4.1.

4.1 Formado de la UDP-GlcNAc

La UDP-Glc/V'Ac és un precursor clau en la biosíntesi de polisacárids bacterians de la

superficie cel.lular. La UDP-GlcAAc constitueix el donador de residus de GlcA per a la
biosíntesi del lípid A, peptidoglicá, antigen O rfe-depenent i de l'antigen comú de les
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enterobactéries (ECA). La formació d' UDP-GlcAAc está catalitzada per un enzim

bifuncional, codifícat peí gen glmU. L'enzim GlmU catalitza l'acetilació de GlcAM-P

per donar lloc a GlcJVAc. Aquest mateix enzim catalitza l'activació de GlcAAc a UDP-
GlciVAc.

4.2 Acilació de la UDP-GlcNAc

En aquest pas intervé el primer enzim específic de la ruta biosintética del lípid A. Es
tracta d'una aciltransferasa que reconeix el grup hidroxil en posició 3 de la molécula d'
UDP-Glc/VAc. En E. coli l'aciltransferasa és altament selectiva per l'ácid R-3-
hidroximirístic (Anderson, 1993 ). Aquest enzim, codifícat peí gen IpxA, catalitza la
unió del ácid R-3-hidroximirístic (que está en forma de miristoil-ACP -Acyl Carrier

Protein) a 1' UDP-GlcAAc donant lloc a UDP-GlcAA.c-3-Acil.
La letalitat deis mutants á'E. coli defectius en UDP-GlcAAc-aciltransferasa (LpxA)
demostren que el lípid A és essencial per a la viabilitat de la bactéria.
A diferéncia deis enzims per la biosíntesi de glicerofosfolípids ( que normalment están

units a la membrana citoplasmática), els enzims de la biosíntesi del lípid A són

citoplasmátics.
L'ácid R-3-hidroximirístic-ACP és un precursor de la biosíntesi d'altres compostos. Si
no s'usa per la biosíntesi del lípid A, l'ácid R-3-hidroximirístic es converteix en

palmitat-ACP, precursor clau en la biosíntesi de glicerofosfolípids.
Mutacions puntuáis en el gen IpxA poden ser suprimides peí gen fabZ, gen

immediatament posterior al gen IpxA i que codifica per a una deshidratasa que catalitza
el pas d'ácid R-3-hidroximirístic-ACP a palmitat.

4.3 Eliminado del grup acetil en posició 2

Aquesta reacció está catalitzada per una desacetilasa específica anomenada LpxC. En

aquesta reacció, s'elimina el grup acetil en posició 2 de Y UDP-GlcAA.c-3-acil donant
lloc a UDP-GlcA-3-acil.

La constant d'equilibri per la reacció d'acetilació de L UDP-GlcAAc és desfavorable.
Aixó fa suposar que l'ácid 3-R-hidroximirístic és més estable que la molécula d' UDP-
GlcJVAc-3-Acil. Per tant, la reacció catalitzada per la desacetilasa (LpxC) hauria de ser
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un punt de regulació. La iV-desacetilasa está codificada peí gen IpxC (envA). Aquest gen

va ser descrit per Normark el al. el 1969 com una mutació que causa hipersensibilitat a

l'Ampicil.lina i un retard en la formado del septe transversal durant la divisió cel.lular.
El gen IpxC (envA) es va seqüenciar l'any 1987, abans que es descobrís la seva funció
en la biosíntesi del lípid A. Está situat en el cluster deis gens implicáis en la divisió
cel.lular (ftsQAZ) i les proteines de secreció (secA). A 1'igual que el gen IpxA, el gen

IpxC (envA) és essencial peí creixement en E. col i.4.4Reacció dradiado en posició 2

Aquesta reacció está catalitzada per una altra aciltransferasa específica (LpxD). Un

segon grup acil, procedent de l'ácid R-3-hidroximirístic-ACP, s'incorpora en posició 2

per generar UDP-2,3-diacil-GlcA/.
El gen IpxD (firA) codifica per a una nova acil tranferasa (LpxD). Una mutació en IpxD

(firA) es va detectar l'any 1970, basada en la inversió de la resistencia a la Rifampicina

(Babinet, 1970). Aquests mutants es van anomenar ssc en S. typhimurium i omsA en E.
col i.4.5Formado del lípidX

L' UDP-2,3-diacil-GlcA/ és el substrat de la reacció catalitzada per una pirofosfatasa que

trenca 1 'enlla? pirofosfat donant lloc a 2,3-diacil-Glc7V-l-fosfat (lípid X) i UMP.
El lípid X va ser descobert l'any 1979 per M. Nishajama i CRH Ráetz com a precursor

monosacarídic del lípid A. El 1983 es va determinar 1'estructura com a 2,3-diacil-Glc/V-
1-fosfat (amb les posicions 2 i 3 acilades per ácid R-3-hidroximirístic). Aquest fet va ser

crucial per 1'elucidado de la biosíntesi del lípid A.4.6Formado del disacárid

Aquesta reacció implica la condensació d una molécula d'UDP-2,3-diacil-GlcA' amb
una molécula de lípid X per donar di-(2,3-diacil-GldV)-l-P (disacárid 1-P en la Figura

4.1). Aquesta reacció está catalitzada per una disacárid sintasa (LpxB), que és la
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responsable de tranferir la porció 2,3-diacil-GlcA^ (del UDP-2,3-diacil-GlcA'r) a la

posició 6 del lípid X generant la unió P( 1'—>6) que es troba en el lípid A.

Aquest enzim és incapaq de condensar dues molécules d' UDP-2,3-diacil-GlcV
directament. Per aixó, la pirofosfatasa específica constitueix un altre component crític
del sistema (Bulawa et al., 1984). La disacárid sintasa está codificada peí gen IpxB,que
forma part del mateix operó que els gen IpxD i IpxA (Figura 4.1). El gen que codifica

per la pirofosfatasa és desconegut.

4.7 Formado del lípid IVA

Una quinasa específica unida a la membrana catalitza la reacció entre el disacárid-1-P i
ATP donant lloc a la formació del lípid IVa(disacárid l,4'-di-P) i 1'alliberament d'ADP

(Figura 4.1).
El lípid IVA posseeix algunes de les activitats biológiques de les endotoxines. El gen

que codifica per a la 4'-quinasa no es coneix encara. La preséncia del grup fosfat en

posició 4'és un requeriment imprescindible per a la transferéncia posterior de Kdo a

través de 1'enzim Kdo-transferasa (waaA o kdtA), que utilitza CMP-Kdo com a

substráete.

Tal com s'ha descrit en el capítol de l'estructura del lípid A (apartat 3.6 ), el lípid A de
Rhizobium leguminosarum i d'algunes bactéries anaeróbiques (Bacteroides fragilis) no

posseeix el grup fosfat en posició 4'. R. leguminosarum posseix una 4'-quinasa.

Aparentment, en R. leguminosarum es generen els mateixos intermediaris fosforilats

que es troben a E. coli i posteriorment es produeix una defosforilació selectiva del

Kdo2- lípid IVa 4'. S'ha demostrat que s'acumulen grans quantitats de lípid IVA en

mutants deficients en Kdo transferasa o en cultius tractats amb inhibidors de la CMP-

Kdo-sintasa. Aixó demostra el paper del lípid IVA com a acceptor de residus de Kdo en

cél.lules vives.

Tal i com s'ha descrit en l'apartat de l'estructura del lípid A, algunes soques d'E. coli i
Salmonella posseeixen 4-aminoarabinosa unida al fosfat en posició 1 del lípid A. En

aqüestes soques s'ha idenficat el locuspmrA com a responsable d'aquesta modificació.
En general, aqüestes modificacions redueixen la cárrega negativa total del lípid A i en

alguns casos s'ha associat a la resisténcia a la Polimixina (Roland, 1994).
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4.8 Acilaciófinal

En els últims passos de la formació del lípid A s'incorporen dos residus, un d'ácid
láuric i un altre d'ácid mirístic al Kdo2- lípid IVA . La primera acilació está catalitzada

per l'enzim HtrB i genera lauroil-Kdo2-lípid IVA. La segona acilació está catalitzada per

Lenzim MsbB i genera Kdo2-lípidA. Els residus d'ácid láuric i d'ácid mirístic

procedeixen del lauroil-ACP i del miristoil-ACP.
Figura 4.1 Reaccions de biosíntesi del lípid A.

UDP - 2,3 -Diacil -GlcN
ACP - hidroximirístic

UMP

Lípid XUDP -2,3-diacil-glucosamina

Disacáríd -1-P
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5. BIOSÍNTESI DEL NUCLI DEL LIPOPOLISACÁRID

5.1 Introducció

Els enzims que generen l'estructura Kdo2-lípidA actúen seqüecialment i d'una manera

definida. Cada enzim només pot actuar sobre el producte generat per l'enzim previ en

la ruta de síntesi. Per exemple, la Kdo transferasa no actúa abans que la 4'-quinasa i
1 'acilacio final no té lloc abans de l'adició de Kdo.

L'ordre en la biosíntesi del nucli és menys estríete. Molts deis sucres s incorporen

seqüencialment pero d'altres es poden incorporar independentment. Per exemple,

l'heptosa es pot unir tant al Kdo2-lípidA com al Kdo2-lípidIVA, independentment de
l'acilació final. Sota condicions limitants en la síntesi d'ácids grassos, la regió sencera

del nucli es pot unir al Kdo2-lípidIVA . D'una manera similar, el nucli extern es pot

formar encara que la regió de les heptoses no estigui fosforilada.

Aqüestes rutes paral.leles en la biosíntesi del nucli donen lloc a la capacitat per generar

diversitat d'estructures. Per tant, és interessant analitzar les diferents estructures aillades

sota condicions de creixement diferents o en animáis infectáis. Aquesta capacitat deis
enzims per funcionar en paral.leí pot proveir la bacteria d'un mecanisme per crear

diversitat estructural en la seva superficie. Aquesta flexibilitat pot incrementar les

possibilitats de supervivéncia sota circumstáncies adverses o per evadir-se del sistema
immune de l'hoste.

5.2. Biosíntesi del Kdo

La biosíntesi del Kdo té lloc a través de dues reaccions catalitzades per enzims. En

primer lloc, la Kdo-8-fosfat-sintasa, codificada peí gen kdsA, catalitza la condensació
aldólica entre D-arabinosa-5-P i l'ácid fosfoenolpirúvic (PEP) per donar lloc a Kdo-8-P.

Posteriorment, una fosfatasa específica allibera el Kdo.
Abans de la incorporació del lípid A, el Kdo requereix ser activat a través de CTP.

Aquesta reacció está catalitzada per la CMP-Kdo-sintasa, codificada per l'enzim kdsfí

(Figura 5.1)
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Els gens kdsA i kdsB han estat clonáis, seqüenciats i s'ha caracteritzat la seva funció en

E. coli (Strohinaier, 1995 ) i Chlamydia (Wylie, 1997 ). S'han identifícat els mateixos

gens en H. influenzae. En tots els casos, la seqüéncia d'aminoácids mostra un alt nivell
d'identitat. Aixó indica que la ruta de biosíntesi i activació del Kdo en les bactéries
Gram negatives estudiades está conservada.
Els gens kdsA i kdsB están separats del cluster waa i están situáis en diferents posicions
del cromosoma en E. coli i en H. influenzae. Donat que els productes deis gens están

involucráis en la mateixa ruta biosintética, cal assumir que els dos gens están regulats
coordinadament. El gen kdsA en E. coli forma part d'un operó i es cotranscriu amb dues
ORF (open reading frame) de funció desconeguda.

Figura 5.1. Biosíntesi de CMP-Kdo.

PEP
kdsA

►4-

Arabionosa-5-P

CMP-Kdo
Kdo-8-P

5.3 Tranferencía de Kdo al lípidIVA

Localitzada en la membrana citoplasmática de S. entérica Typhimurium, es va trobar
una activitat enzimática que catalitzava la transferéncia seqüencial de residus de Kdo
des del precursor CMP-Kdo al precursor lípidIVA donant lloc a una unió a-(2—>6) entre

la Glc/7 i el primer residu de Kdo i un enllaq a-(2—>4) entre el segon Kdo i el primer
residu de Kdo.

La formació deis dos enllaqos glicosídics diferents está catalitzada per un enzim
bifuncional (Belunis, 1992) anomenat Kdo-transferasa (KdtA o WaaA). El substrat per

a la Kdo-tranferasa pot estar acetilat en grau diferent, pero ha de complir sempre amb el

requeriment estructural del fosfat en posició 4'.
A més, estudis bioquímics en Chlamydia ssp (Lóbau, 1995 ), que conté el trisacárid
format per Kdo (veure apartat 3.4) suggereixen que la Kdo-transferasa (codificada peí
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gen gseÁ) és capa? d'unir tres residus de Kdo al lípidIVA . La proteina KdtA posseeix
regions d homología amb la proteina GseA. En E. coli K-12 el gen gseA pot

complementar el mutant condicional kdtA~ i Lexpressió del gen gseA en E. coli dona
com a resultat l'adició de tres residus de Kdo en el nucli.

Les proteines WaaA de les Enterobacteriaceae són gairebé idéntiques quant a pes

molecular i punís isoeléctric tot i que si es comparen les seqüéncies d'aminoácids de
totes les Kdo-transferases s'observa un nivell baix de similitud. En el cas de les Kdo-

transferases en el génere Chlamydia, el grau de similitud entre elles és bastant baix, tot i

que les tres duen a terme la mateixa funció.
En el cas d'H. influenzae i B. pertussis (veure apartat 3.4) només un residu de Kdo está

present en el LPS. White el al. (1993) van caracteritzar una Kdo-tranferasa
monofuncional.

5.4 Biosíntesi de la regió de les heptoses

Els treballs publicáis sobre la síntesi enzimática de la regió de les heptoses del nucli
il.lustren algunes limitacions en aquest camp. Estudis en l'epimerasa i en les

heptosiltransferases no han usat el precursor sintétic ADP-L-(o D)-glicero-D-manno-

heptosa com a substrat. Tots els treballs han usat extractes d'ADP-heptosa obtinguda a

partir de cél.lules.

5.4.1 Síntesi i activado de l'heptosa

Abans de ser transferida al nucli intern, L ADP-L-g/zcero-D-mawzo-heptosa (ADP-L,D-

Hep) es sintetitza a partir de pseudoheptulosa-7-fosfat (Sed-7-P) en una reacció formada

per 4 passos (Figura 5.2).
En primer lloc, la Sed-7-P es converteix en D-g//cero-D-ma««oheptosa-7-P (D,D-Hep-

7-P) a través d una fosfoheptosa-isomerasa.
A continuació, una fosfoheptosa mutasa converteix la D,D-Hep-7-P en D,D-Hep-1-P.
En el tercer pas, LADP-heptosa-sintasa (RfaE) catalitza la reacció que genera ADP-

D,D-Hep. L'ADP-D,D-Hep es converteix en ADP-L,D-Hep a través d'una epimerasa

(RfaD o GmhD).
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Les soques bacterianes defectives en els enzims que converteixen Sed-7-P en ADP-

D,D-Hep produeixen LPS sense heptosa. Les mutacions en el gen de l'epimerasa

(,gmhD) donen lloc a un fenotip que inclou la D,D-Hep en el LPS.
Un número considerable d'análegs funcionáis i estructuráis de les proteínes RfaE i
GmhD s'han trobat en diverses bactéries Gram negatives. Aixó indica que la ruta de
síntesi i activació de l'heptosa está conservada en bactéries poc relacionades. Per

exemple, la seqüéncia d'aminoácids predita per gmhD de P. aeruginosa és gairebé
idéntica a la d'E. coli. El gen gmhD de P. aeruginosa es va clonar i va complementar
una mutació en el gen gmhD en E. coli. El gen rfaE está localitzat a continuació del gen

waaM en H. influemae i sembla que els dos gens están co-transcrits. En el cas de
N. gonorrhoeae es van trobar els gens rfaE i gmhD adj acents entre ells i podrien formar
una unitat transcripcional. En el cas de les Enterobacteriaceae el gen gmhD está situat
en la part terminal esquerra del cluster waa (Figura 5.3).

5.4.2 Transferencia d'ADP-L,D-Hep al Kdol

La tranferéncia de l'ADP-L,D-Hep al primer Kdo está catalitzada per

l'heptosiltranferasa I, codificada peí gen waaC (r/aC) en les Enterobacteriaceae,
formant l'enllag a-(l—>5). Encara no se sap amb exactitud si la tranferéncia de la

primera heptosa es duu a terme abans o després de l'acilació del Kdo2-lípidIVA o si
1 'heptosiltransferasa I i les aciltransferases poden actuar la mateix temps en S. entérica i
en E. coli d'acord amb estudis bioquímics realitzats.
Análisis per mutagénesi, assaigs per complementació, clonatge i seqüenciació han posat

de manifest que la protelna WaaC análoga a E. coli i Salmonella está present també en

N. gonorrhoeae (Hood et al, 1996 ), El. influenzae (Alien et al, 1996 ), B. pertussis

(Zhou et al, 1994 ) i Klebsiellapneumoniae (Abitiu, tesi doctoral en preparació).

5.4.3 Transferencia de l'HepII

La transferéncia de la segona heptosa está catalitzada per la protema WaaF formant
l enlla? a( l —>3) entre les dues heptoses. El gen que codifica per 1'heptosiltransferasa II,

rfaE o waaF s'ha identificat en E. coli i Salmonella i també en N. gonorrhoeae,
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i Klebsiella pneumoniae (Abitiu, tesi doctoral enN.meningitidis, H. influenzae

preparado).
Figura 5.2 Ruta de biosíntesi proposada per a rADP-L-g//cero-D-/waw70-heptosa.

IpcA
Sedo-

heDtulosa-7-P

isomerasa
Mutasa

D,D-Hep-1-P O
pirot'osforilasa

D,D-Hep-7-P

O P O P A

o" o'

ADP-D-glicero-D-manno-heptosa

Epimerasa

ADP-L-glicero-D-manno-heptosa

5.4.4 Transferencia de l'Hep III

La proteína WaaQ és la responsable de l'adició del tercer residu d'heptosa a 1'HepII a

través d'un enlla9 ot(l-»7).
Mutants en el gen waaQ (rfaQ) han perinés definir un tipus de LPS rugós anomenat

lipooligosacárid (LOS), basant-se amb la similitud amb els lipooligosacárids

d'Haemophilus i Neisseria (els quals produeixen un LPS sense unitats de repetició com

a antigen O i amb un complexe oligosacarídic unit al lípid A). Les soques amb
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mutacions en el gen rfaQ són sensibles ais fags U3 i resistents a la Novobiocina i

presenten un fenotip Rd.
Les proteines WaaC i WaaF posseeixen regions homologues i les dues, alhora,

posseeixen regions comunes a les proteines WaaQ i KdtA. Per tant, aqüestes quatre

proteines podrien pertányer a la mateixa familia de proteines relacionades, totes elles

implicades en la transferencia de Kdo o heptosa. A diferencia del KdtA, les proteines

WaaQ, WaaF i WaaC no posseeixen un domini transmembrana significatiu capa? de
servir com a anclatge en la membrana citoplasmática.
Les proteines WaaC i WaaF en S. entérica Typhimurium comparteixen més del 70 %
d'identitat amb les proteines corresponents en E. coli K-12. Una regió propera a

l'extrem C-terminal de la protelna WaaC és gairebé idéntica en els dos organismes. El

gen waaC clonat en E. coli K-12 és capa? de complementar la mutació waaC en

S. entérica Typhimurium.
Els gens waaDFCL constitueixen un operó dintre del cluster waa, tant en E. coli com en

S. entérica Typhimurium. El gen waaQ, en canvi, és el primer del segon operó que

conté deu gens (Figura 5.3). Aquest segon operó és adjacent a Toperó waaDFCL i es

transcriu en direcció oposada (Figura 5.3).

5.4.5 Reaccions defosforilació

Les proteines WaaP i WaaY semblen ser les responsables de les reaccions de
fosforilació del nucli intem, tot i que la seva funció no s'ha demostrat completament.
La reacció de fosforilació a nivell de 1'HepI podría venir donada per la protelna WaaP.
El gen que codifica per aquesta protelna, waaP, está situat en E. coli i S. entérica

Typhimurium en el segon operó, el primer gen del qual és el waaQ (Figura 5.3).
S'ha observat que un residu de y-fosfat provinent d'ATP es tranfereix a 1'FfepI. Tot i

aixó, sembla que el gen waaP no codifica per a una quinasa. La protelna WaaP no

posseeix regions d homología amb quinases ni el lloc consensus d'unió a nucleótids.
Una de les hipótesis és que la proteina WaaP podria constituir una subunitat comuna

necessária per algunes quinases o bé podria teñir una activitat acoplada a l'activitat

quinasa.
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Quant a la fosforilació de l'Hep II, sembla que la proteína WaaY hi estaria involucrada.
Aquesta proteína posseeix un alt nivell de conservació tant en E. coli com en S. entérica

Typhimurium i posseeix els trets característics de les quinases.
La proteína WaaY posseeix un nivell d'identitat molt baix respecte la proteína WaaP.
En el mutant WaaY' s'ha demostrat que LHepII no está substituida ni per fosfat ni per

pirofosfoetanolamina. Aixó suggereix que WaaY és Lenzim responsable per la
fosforilació de LHepII.
En el cas de Klebsiella pneumoniae , en qué Lestructura del nucli está desprovista de

grups fosfats, no s han trobats gens homólegs al waaY i waaP (Climent, Tesi doctoral,
2000).

5.5 Biosíntesi del nucli extern

En molts deis passos de la biosíntesi del nucli extern no es disposa de dades

bioquímiques provinents de la purifícació deis enzims de 1 us d'acceptors i productes de
reacció purifícats. Només s'han dut a terme estudis bioquímics complets en el cas de la

proteína WaaG en E. coli K-12 i les proteines WaaB i Waal en el cas de Sabnonella.
En general Lassignació de funcions deis gens s'ha dut a terme mitjangant análisi
estructural del LPS del mutant o bé per estudis de complementado amb els gens

clonáis.

Els gens waaGBIJK están implicats en la transferencia seqüencial de residus de glucosa
i galactosa com a sucres activats al nucli intern.
Les mutacions en les rutes de biosíntesi deis precursors activats (per exemple, UDP-Glc
o UDP-Gal) afecten a la síntesi del nucli extern. Per exemple, mutants en el gen pgs

(fosfoglucoisomerasa) i en el gen galU (UDP-glucosa pirofosforilasa) són incapagos de
sintetitzar UDP-Glc i, per tant, el LPS no conté nucli extern.

Mutants en el gen estructural per a la UDP-galactosa-4-epimerasa (gen galE) són

incapagos de sintetitzar UDP-galactosa en abséncia duna font exógena de galactosa.
Per tant, els mutants galE generen un LPS Re, sense cap sucre distal al primer residu de

glucosa. Aquest és el fenotip de la soca d'E. coli NM554 que s'ha utilitzat en aquesta

tesi doctoral (Veure apartat deis resultats).
Els passos que es duen a terme en la biosíntesi del nucli extern es detallen a continuació.
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Tant en E. coli K-12 com en S. entérica Typhimurium el gen rfaG (waaG) codifica per

a una glucosiltransferasa (heptosil LPS a(l—>3)-glucosiltransferasa) que uneix un residu
de Glc (GlcI) a partir de UDP-Glc al segon residu d'heptosa (HepII) del nucli intern

(Parker et al, 1992) formant un enllaq a(l->3).
Mutacions en el gen waaG confereixen un fenotip pleiotrópic que inclou la pérdua del

flagell, pilis, fímbries o supressió de l'expressió de proteines de membrana externa.

S'han identificat sis proteines WaaG análogues (en E. coli K-12, R2, Rl, R4, R5 i en S.
entérica sv. Typhimurium) i totes elles presenten alts nivells d'identitat.El gen waaG
está situat en E. coli i Salmonella a continuació del gen waaQ (Figura 5.3).E1 gen waaG

s'ha identificat també en Serratia marcescens (veure apartat 2 de resultáis) i en

Klebsiella pneumoniae (Climent, Tesi doctoral, 2000).5.5.2Tranferéncia de Gal al residu de GlcI

La proteina WaaB (UDP-Gal: glucosil LPS-a(l-»6)-galactosiltransferasa) catalitza la

transferencia de la ramificació de Gal a la GlcI a través d'un enllaq a(l—>6) en el cas

d'E. coli K-12, R2 i Salmonella. (Veure apartat 3.4).
La mutació en el gen waaB en Salmonella es pot complementar amb els gens waafí d’E.
coli K-12 (Schnaitman i Klena, 1993). Les tres proteines WaaB que es coneixen están

molt conservades i están situades en llocs similars dintre del cluster waa (Figura 5.3).
En el cas de E. coli i Salmonella, el gen waaB es troba situat entre els gens waal i
waaP. El gen waaB també s'ha identificat en Serratia marcescens (present tesi doctoral)
i en Klebsiella pneumoniae (Climent, tesi doctoral) pero, sorprenentment, els nivells

d'homologia amb els gens drE. coli i de Salmonella són molt més baixos.5.5.3Transferencia d'un residu de Gal a la GlcI en Salmonella

En Salmonella, la transferéncia d'un residu de galactosa a la GlcI mitjanqant enllaq

a(l—>3) está catalitzada per la proteina Waal (UDP-Gal: glucosil LPS-

oc( 1 —»3)galactosiltransferasa) (Pradel et al, 1992).
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El gen waal es troba situat en el segon operó del cluster waa, entre els gens waaJ i
waaB. La proteína Waal segurament necessita la preséncia de la Gal lateral per

reconéixer la molécula aceptora. El gen waal també s'ha identificat en E. coli R3 i per

tant la protema Waal sembla la encarregada de tranferir també el residu de Gal a la GlcI
en E. coli R3.5.5.4Tranferéncia del residu de GlcII en Salmonella

La GlcII és tranferida al residu de Gall mitjan9ant enlla9 a(l-»2). Aquesta reacció está

catalitzada per l'enzim WaaJ (UDP-Glc:galactosil LPS a(l—»2)-glucosiltransferasa).
Tot i que les proteines Waal i WaaJ posseeixen alts nivells d'identitat, segurament es

diferencien per l'especificitat del substráete. Sembla, a més, que la funció del gen waaY

podria ser necessária per la funció del gen waaJ. El gen waaJ s'ha identificat també en

E. coli R3 en qué el nucli posseeix també la seqüéncia GlcII-GalI-GlcI.5.5.5Addició d'un residu de GlcNAc lateral a la GlcII en Salmonella

Es creu que la tranferéncia del residu de GlcAAc a la GlcII está catalitzada per la

protema WaaK (UDP- GlcAAc:glucosil LPS a(l—>2)- GlcAActransferasa) en

S. entérica Typhimurium Taula 5.1). En E. coli R2 també existeix aquesta substitució en

quantitats no estequiométriques (Heinrichs et al, 1998) i també s'ha identificat el gen

waaK. Els enzims WaaK de Salmonella i E. coli R2 presenten nivells d'identitat i
similaritat molt alts. Aquest gen també podria ser el responsable per l'adició de la Glc
amb enlla9 a(l—>2) en l'estructura del nucli de Salmonella entérica Arizonae (Veure

apartat 3.4).5.5.6Addició de la GlcII en E. coli K-12

Aquesta reacció está catalitzada per la proteína WaaO (anteriorment anomenada Waal).
El gen waaO també s'ha identificat en E. coli R1 i R2 el nucli de les quals posseeix el
residu de GlcII unit a la GlcI (Taula 5.1).
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Aquesta reacció podría estar catalitzada per la proteína WaaR (UDP- Glc:glucosil LPS

a(l-»2)- glucosiltransferasa). La GlcIIl terminal s'uneix a la GlcII per enlla? oc(l-»2).
S'ha determinat que la proteina WaaR posseeix un parell de residus de Asp en les

regions catalítiques que semblen jugar un paper important en la funció com a a(l-»2)-

glucosiltransferasa (Shibayama, 1999) (Taula 5.1). En E. coli R1 , la proteína WaaT
seria la responsable de 1'addició d'un residu de Gal a la GlcII.5.5.8Transferencia de l'HepIVen E. coli K-12

La transferéncia de l'HepIV a la GlcIIl es duu a terme mintjanipant enllag a(l->6).
Estudis recents suggereixen que aquest pas podría estar catalitzat per la proteína WaaU,
codificada peí gen waaU . El gen waaU és l'ultim del segon operó en E. coli K-12

(Taula 5.1)5.5.9Transferéncia de GlcNAc a l'HepIV en E. coli K-12

La tranferéncia de la GlcAAc a l'HepIV initjangant enllag P(l—>7) sembla que podría
estar catalitzada també per l'enzim WaaU. En aquesta transferéncia, hi poden intervenir
també els productes deis gens wecA (rfe) i waaL.El gen wecA codifica per a una

GlcAAc-1 -fosfat tranferasa que está implicada en els passos incials de la biosíntesi de
LECA i també d'alguns antígens O.5.5.10Transferéncia de residus laterals en E. coli Rl, R3 i R4

En E. coli R3 s'ha identificat el gen waaf) el producte del qual podría transferir un

residu de GlcAAc lateral al residu de Gal I i, alhora, el residu de GlcIIl a la GlcII. La

proteina WaaD presenta un 70 % de similitud amb la proteina WaaK de Salmonella i
á'E. coli R2.
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En E. coli R3 i R4 el residu de Gall está substituit per un residu de GalII mitjangant

enlla? a(l—>2). L'enzim que catalitza aquesta reacció és la proteína WaaW. En E. coli
R1 un mutant waaW está mancat del residu de GalII. Les proteines WaaW d'E. coli R1 i
R4 presenten un 93% d'identitat. El gen waaV, identificat en E. coli Rl, estaría
involucrat en l'addició d'un residu de P-Glc al nucli d'E. coli Rl mentre que l'addició

del residu de P-Gal en E. coli R4 estaría catalitzada per la proteína WaaX. Mutants en

els gens waaV i waaX han permés definir les proteines WaaV i WaaX com a P-glicosil-
transferases. Aqüestes dues proteines, pero, presenten baixos nivells de similitud (36

%).

5.5.11 Formado d'estructures de nudi alternatives (LOS)
Es desconeix la funció associada a alguns gens del cluster waa. Per exemple, es

desconeix el paper de les proteines WaaS i WaaZ en la biosíntesi del nucli d'E. coli K-
12. Sembla que aqüestes proteines podrien estar involucrades en la transferencia de
residus laterals la presencia deis quals podría generar un nucli defícient en antigen O. A

aquest nucli se l'ha anomenat lipooligosacárid (LOS). Les proteines WaaS i WaaZ
s'han proposat com a responsables de la transferencia de L-Rha al KdoII. El gen waaZ

també s'ha identificat en Salmonella i en E. coli R2. Per altra banda, la proteína WaaQ
també estaría involucrada en la formado d'aquests dos tipus de LPS ja que s'ha
observat que mutants en el gen waaQ generen LPS deficients en antigen O.

5.6 Unió de lrantigen O al nucli

La unió de l'antigen O al nucli es duu a terme a través de l'Hexosa distal del nucli
extern i l'antigen O des del lípid portador de grups acils (bactoprenol o ACL).
Sembla que la proteína WaaL (codificada peí gen waaL) está implicada en aquesta unió
i en la unió de LECA al LPS. La proteína WaaL funciona segurament com a parí d'un

complexe en qué es donen interaccions molt especifiques amb l'antigen O i amb

l'acceptor lípid A-nucli. Com a parí d'aquest complexe, la proteína WaaL estaría

involucrada en la interacció proteína-carbohidrat. Aixó pot explicar la gran diversitat de

seqüéncies per aquest proteína (Heinrichs, 1998).
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5.7 Determinants genétics de la biosíntesi del nucli del LPS.

En E. coli i Salmonella, els gens que codifiquen per a la biosíntesi del nucli del LPS

s'agrupen en tres operons que constitueixen el cluster waa. Els operons s'anomenen

segons el primer gen de la unitat transcripcional (gmhD, waaQ i waaA) (Figura 5.3).

L'operó gmhD en E. coli K-12 está regulat per un promotor depenent de la

temperatura. Aixó podría indicar que la biosíntesi de la regió de les heptoses en E. coli
K-12 podría variar en funció de la temperatura de creixement.
Els operons waaQ i waaA es transcriuen en direccions oposades i están separats per

400-500 pb. Una seqüéncia de 39 pb, anomenada JUMPStart (Just Upstream of Many

Polysaccharide-associated gene Starts) s'han trobat abans de l'operó waaQ. Aquesta

seqüéncia s'ha trobat també en operons associats a la síntesi i exportació d'altres
estructures com ara els operons kps (síntesi i exportació de cápsula en E. coli grup II) o

rfb (síntesi d'antigen O). La seqüéncia JUMPStart inclou una regió de 8pb anomenada

ops que, junt amb la proteina RfaH, és necessária per la supressió de la polaritat de

l'operó. RfaH pot interaccionar amb Rho i amb la RNA polimerasa i formar un

complexe capa? d'extendre's més enllá de d'elements de terminado. En el cas de

Salmonella i E. coli, mutants deficients en RfaH produeixen molécules de LPS més
curtes.

Figura 5.3 Organització genética de la regió involucrada en la biosíntesi del nucli del LPS en E. coli i S.
entérica sv. Typhimurium.
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Taula 5.1 Estructures del nucli extern del LPS de S. entérica i E. cali juntament amb els seus

determinants genétics.
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6. BIOSÍNTESI DE L ANTIGEN O

L'antigen O es sintetitza independentment del lípid A i del nucli. La ruta de biosíntesi
de 1'antigen O varia en funció de:
-Els components requerits per l'inici de la biosíntesi (sistema WbaP depenent o sistema
WecA depenent)
-La forma de polimeritzar (Wzx i Wzy depenent).
-La localització cel.lular de la reacció de polimerització (cara periplasmática o a la cara

interna de la membrana citoplasmática).
-La via d'exportació a través de la membrana citoplasmática (sistema Wzy depenent o

sistema wzy independent).
Els passos que se segueixen en la biosíntesi i ensamblatge de 1'antigen O es descriuen a

continuació.

6.1 Biosíntesi de monosacárids activáis

Els passos iniciáis en la biosíntesi del LPS están constituits per la síntesi deis residus de
monosacárids activats.En concret, els intermediaris UDP-Glc, UDP-Gal i UDP-GlcAAc

poden servir com a donadors tant en la biosíntesi del nucli com en la biosíntesi de

1'antigen O. Tal com es mostra en la Figura 6.1, els monosacárids activats es sintetitzen
en reaccions successives on intervenen enzims implicáis en el metabolisme central de la
bacteria.

La ramnosa s'incorpora a l'antigen O en forma de dTDP-L-Rha. Per a la seva biosíntesi
es parteix de Glc-l-P i es necessita l'actuació seqüencial deis enzims:
RmlA: glucosa-1 -P-timidiltransferasa
RmlB: dTDP-D-glucosa-4,6-dehidratasa
RmlC: dTDP-6-deoxi-D-glucosa-3,5-epimerasa
RmlD: dTDP-6-deoxi-L-manosa-dehidrogenasa
En els membres de la familia Enterobacteriaceae els gens homólegs a rmlA i rmlB es

troben situats en el cluster wca, implicat en la biosíntesi de LECA. Per altra banda, les
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dues reaccions iniciáis són comunes per a la biosíntesi de dTDP-L-Rha, dTDP-Fuc-4-

NAc, dTDP-Vi/vAc i dTDP-6-dAlt.

La biosíntesi de GDP-Man sucre parteix de la fructosa-6-P (Fru-6-P) i hi actúen tres

enzims diferents: ManA (Man-6-P-isomerasa), ManB (Fosfomanomutasa), ManC

(Man-l-P-guanidiltransferasa). Reaccions adicionáis a partir de GDP-Man donen lloc a

la biosíntesi de GDP-L-Fuc, GDP-Col, GDP-Per i GDP-D-Rha, necessaris per a la
biosíntesi deis antígens.

Per a la biosíntesi de la CDP-Abequosa es requereix Glc-l-P i els cinc enzims següents:

DdhA (D-Glc-1 -P-citidiltransferasa), DdhB (CDP-Glc-4.6-dehidratasa), DdhC (CDP-

4-cet-6-D-Glc-3-dehidratasa), DdhD (CDP-6-deoxi-8-3,4-Glc-reductasa) i Abe (CDP-

Abesintasa).
Hi ha altres reaccions que parteixen de la mateixa via i porten a la síntesi de CDP-Par i

CDP-Tyv. En la Figura 6.1 es poden veure les rutes biosintétiques que donen lloc a la
formació de hLAcetil-gl ucosam i na (UDP-GlcAAc) i galactosa (UDP-Gal).

6.2 Inici de la biosíntesi de lrantigen O
En funció de com s'uneix el primer sucre al bactoprenol o ACL (Antigen-Carrier lípid)
es distingeixen dos mecanismes diferents:

6.2.1 Antigen O WbaP depenents

Aquest sistema es dona per antígens heteropolisacarídics, formats per unitats de 3, 4, 5 o

6 sucres, sovint ramifícats. Les unitats solen estar repetides de 25 a 40 vegades. És el
cas deis antígens de S. entérica A,B,D i E (Veure apartat de 1'estructura de 1'antigen O).
La primera reacció está catalitzada per la proteina WbaP (RfbP), una

galactosiltransferasa que catalitza la tranferéncia reversible de Gal-l-P des d'UDP-Gal-
P al ACP-P, donant lloc a Gal-P-P-ACL (Figura 6.2)
A diferéncia de les glicosiltranferases que uneixen els sucres activats, la proteina WbaP
conté cinc dominis transmembrana. La seva estructura i funció són diferents de les de

les altres glicosiltranferases.
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Figura 6.1 Rutes de biosíntesi de monosacárids activats mitjangant reaccions successives on intervenen
enzims implicats en el metabolisme central de la bactéria.
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6.2.2 Antigen O WecA depenents

Aquest sistema es dona tant per antígens heteropolisacarídics com per antígens

homopolisacarídics. Dintre deis antígens heteropolisacarídics destaquen S. dysenteriae

tipus I, Shigella fexneri, Salmonella C1 i molts antígens á'E. coli (Veure apartat
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d estructura). Dintre deis antígens homopolisacarídics s'inclouen els serotipus 08 i 09
d'E. coli i el serotipus 01 de Klebsiellapneumoniae.
L'inici de la biosíntesi de l'antigen O ve donada per la proteina WecA (Rfe), una N-
AcetilGlcA-1 -P-tranferasa. Aquest enzim catalitza la transferencia reversible del primer

residu, AcetilGlcTV-l-P, al ACL-P. La proteina WecA té, a més, altres funcions: está
involucrada en la síntesi de polisacárids de la superficie cel.lular que generalment es co-

expressen amb l'antigen O (com ara l'antigen Ti de Salmonella i l'antigen comú de les
Enterobacteriaceae (ECA).

6.3 Biosíntesi de les unitats de repetido

Tots els sucres activats es sintetitzen a través d'enzims citosólics i Tensamblatge per

donar unitats de repetició es duu a terme en la cara citoplasmática de la membrana

citoplasmática. A més, s'ha observat que les transferases que uneixen el sucre no

contenen dominis transmembrana.

Les glicosiltransferases són enzims altament específics quant al tipus de sucre que

transfereixen i a l'enlla? que formen. Per tant, la formado de les unitats de repetició es

duu a terme en reaccions seqüencials, cada una de les quals está mediada per

glicosiltransferases especifiques. La transferéncia seqüencial deis residus de sucres té
lloc en l'ACL, que s'ha identificat com a un alcohol poliisoprenoid C55 undecaprenil

pirofosfat.

78



Introducció

Figura 6.2. Biosíntesi de les unitats de repetido en S. entericaTyphimurium (Grup B).

UMP

6.4 Translocació de les unitats de repetido i polimerització en

antígens heteropolisacarídics

Com ja s'ha vist, l'inici de la síntesi de les unitats de repetició es pot dur a terme peí
sistema WbaP o WecA per ais antígens heteropolisacarídics. La unió de les unitats de

repetició en el cas deis antígens heteropolisacarídics depén de l'enzim Rfc (Wzy),
codificat peí gen wzy (rfc). Aquest enzim duu a terme Y enlla? covalent entre les unitats
de repetició unides al ACL-P. Wzy és una proteina integral de membrana amb 10-11
dominis transmembrana (Figura 6.3). Els mutants en el gen wzy en Salmonella

presenten el fenotip SR, és a dir, el LPS només conté una sola unitat de repetició.
La biosíntesi de les unitats de repetició es dona en la cara interna de la membrana

citoplasmática i la reacció de polimerització té lloc en la cara periplasmática. Per tant, és
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necessari que les unitats es transloquin des de la cara citoplasmática fíns a la cara

periplasmática on serán polimeritzades i unides al nueli del LPS.
La translocació a la cara periplasmática ve donada per la protema Wzx (RfbX). Aquesta

protei'na conté diversos dominis transmembrana. La protei'na Wzx s'ha descrit com una

flipasa que participa en la tranferéncia de les unitats de repetició unides al ACL-P des
de la cara interna de la membrana citoplasmática fíns a la cara periplasmática de la
membrana citoplasmática (Figura 6.3).
En el cas de Salmonella entérica serogrups B i E s'ha descrit 1'existencia d'un complex
transmembrana format per WecA, Wzx i WaaL (enzim que forma l'enllaq entre

1'antigen O i el nueli extern) i la protei'na Wzz (Rol).

6.5 Regulado de la polimerització de lrantigen O

La distribució de la cadena d'antigen O no és uniforme sino que sovint presenta una

distribució bimodal en qué unes determinades longituds de la cadena predominen sobre
unes altres. Sembla que el gen wzz (rol o cid) codifica per al regulador de la longitud de
la cadena d'antigen O. La protei'na Wzz podría actuar segons dos esquemes diferents
dintre del sistema mediat per Wzy.
El primer model considera que Wzz actúa en coordinació amb Wzy. Wzy podría existir
en dos estats funcionáis diferents: E i T. L'estat E afavoreixeria la transferencia de les

unitats a WaaL (que catalitza la unió de 1'antigen al LPS). La protei'na Wzz desplanaría

Wzy de l'estat E fíns a l'estat T. En funció de l'activitat en l'estat E es produirien
diferents modalitats d'antigen O, que es diferenciarien en el número d'unitats

polimeritzades.
En el segon model, la protei'na Wzz actuaría com a xaperona, facilitant la interacció
entre Wzy i WaaL. La proporció de Wzy i WaaL determina la longitud de la cadena O.
En abséncia de Wzz el complexe Wzy-WaaL tindria una proporció constant de les dues

protei'nes i aixó provocaría una distribució no-modal.
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Una vegada completada la síntesi de la cadena d'antigen O es produeix Tenllaq covalent
entre l'antigen O i l'estructura nucli-lípidA. Aquesta unió sembla estar catalitzada per

l'enzim WaaL i té lloc en la cara periplasmática de la membrana citoplasmática.

Després de la unió, la molécula sencera de LPS és translocada a la superficie cel.lular a

través de mecanismes que encara no es coneixen.6.7Translocació deis antígens homopolisacarídics

L'inici de la síntesi deis antígens homopolisacarídics es duu a terme mitjanqant la

proteina WecA, que catalitza l'enllaq covalent entre GlcAAc i ACL-P. La unió posterior
deis monosacárids activats a l'extrem no reductor de l'antigen O es duu a terme de
forma seqüencial. A aquest mecanisme d'unió se l'anomena processiu i en ell no

intervenen les proteínes Wzx i Wzy. Per tal que l'antigen O siguí unit al nucli-lípidA, la
cadena sencera és translocada des de la cara interna fíns a la cara periplasmática de la
membrana citoplasmática.

L'exportació de l'antigen O sencer té lloc a través d'un sistema format per dues

proteínes: una proteina integral de membrana que actúa com a transportador i una

proteina periférica de membrana citoplasmática que uneix i hidrolitza ATP aportant així

energía al sistema. Aquest sistema de transportador s'anomena ABC (ATP-binding

cassete). Dintre de les famílies de transportador ABC, el transportador deis antígens

homopolisacarídics pertanyen a la familia ABC-2. En aquest sistema, el mecanisme que

modula la longitud de la cadena no es coneix. Sembla que hi ha una selecció de les
molécules en fundó de la grandária requerida peí transportador ABC. Sembla que no

existeix un gen responsable per la determinado de la longitud de la cadena.6.8Translocació de I'antigen O en S. entérica Borreze

Tal i com s'ha descrit en l'apartat d'estructura de l'antigen O, S. entérica sv Borreze

(0:54) posseeix un antigen O format per un polímer de iV-Acetilmanosamina. Per la
síntesi i translocació d'aquest antigen O, s'ha proposat un nou mecanisme d'acció.
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L'inici de la biosíntesi está catalitzat per la protema WecA i la polimerització és Wzy-

depenent. Després de l'actuació de WecA, la protema WbbE transfereix un residu de N-
Acetil-manosamina al ACP-P-P-GldVAc. A continuado la proteina WbbF podría dur a

terme una doble fundó com a glicosiltransferasa i com a translocasa de Lantigen O
format. Existeixen altres proteines bifuncionals (transferasa/translocasa) implicades en

la biosíntesi de quitina i cel.lulosa.

Figura 6.3. Sistema Wzy depenent proposat per la translocació i polimerització de les unitats de

repetició.

7. LA BACTERIOCINA 28b DE Serratia marcescens I

EL LPS

Serratia marcescens produeix bacteriocines sota la inducció amb agents que causen

danys a 1'ADN.
La bacteriocina 28b , produida per la soca Serratia marcescens N28b (Gargallo, 1989)
ha estat estudiada peí grup d'investígació del Dr. Miquel Regué. Tot i que la
bacteriocina 28b presenta una gran homología amb les colicines formadores de porus,
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quan es clona en E. coli presenta un comportament diferent a les altres colicines quant a

inducció, secreció i immunitat. La producció de bacteriocina 28b s'indueix per agents

que causen danys a l'ADN. Aquesta inducció depén del sistema SOS (Ferrer et al,

1996; Ferrer, 1995). Una vegada sintetitzada, s'exporta a l'exterior de la cél.lula

productora com un únic polipéptid que queda fíxat electrostáticament a la membrana
externa (Enfedaque et al, 1996).
El gen que codifica per a la bacteriocina 28b (bss) es troba situat en el cromosoma i s'ha
clonat en E. coli, seqüenciat i s'ha determinat que codifica per a una proteina de 449
aminoácids amb un pes molecular de 47,5 kDa. (Viejo et al, 1992).
La caracterització deis receptors i de la via de translocació s'ha dut a tenue mitjanqant
mutants resistents i tolerants a les soques d'E coli inicialment sensibles a la
bacteriocina. (Enfedaque et al., 1995).
S'ha determinat que el principal receptor de la bacteriocina 28b és la proteina OmpA i

que la porina OmpF també s'hi troba implicada. La molécula del LPS (tant 1'antigen O
com el nucli) també está relacionada amb la recepció del bacteriocina (Enfedaque et al,

1996). Les mutacions en els gens tolQ, tolA i tolB generen fenotips de tolerancia a la
bacteriocina 28b indicant que la via de translocació depén de les proteines TolQ, TolA i
TolB localitzades en la membrana citoplasmática.
Guasch (1994) va identificar clons recombinants resistents a la bacteriocina i al sérum

que contenien gens implicats en la biosíntesi de molécules de la membrana externa de S.
marcescens. Aixó suggerí que no existia un gen d'immunitat a la bacteriocina. El
mecanisme peí qual S. marcescens N28b és resistent a la bacteriocina 28b es basa en

1 'abséncia de receptors adequats en la seva membrana externa.

L'expressió de gens que puguin modificar les proteines de la membrana externa

implicades en la recepció de la bacteriocina pot conferir un fenotip de resistencia a la
bacteriocina. Així, s'han obtinguts clons de E. coli resistents a la bacteriocina que

transportaven els següents determinants genétics:

•Gen Omp4, que codifica per a una proteina de membrana externa de S. marcescens

(Guasch et al, 1995).

•Gen OmpKl 7, que codifica per a una proteina de membrana externa de K. pneumoniae

(Climent et al., 1997).
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•Gens implicáis en la biosíntesi del nucli del LPS de K. pneumoniae (Climent, Tesi

Doctoral, 2000).

•Gens implicats en la biosíntesi del nucli del LPS de S1. marcescens (Guasch et al, 1996,
i resultáis en la present Tesi Doctoral).
•Gens implicáis en la biosíntesi de TAntigen O de Serratia marcescens (Saigi, 1999).
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OBJECTIUS

1.- Caracterització genética del cluster waa de Serratia marcescens N28b.

2.- Identificació del gen waa responsable del fenotip de resistencia a la bacteriocina 28b
en E. coli.

3.- Estudi químic del LPS d’E. coli que confereix resistécia a la bacteriocina 28b.

4.- Estudi químic del nucli del LPS de S. marcescens N28b.
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1. SOQUES BACTERIANES UTILITZADES

En les Taules 1.1 ,1.2 i 1.3 es descriuen les soques utilitzades en el present treball (les
seves característiques principáis, la seva procedencia o referencia). Les característiques

genotípiques s'indiquen amb cursiva i minúscula i les característiques fenotípiques

s'expressen en majúscula.

Taula 1.1 Soques de Serratia marcescens utilitzades en aquest treball

CARACTERÍSTIQUES REFERENCIA/

PROCEDENCIA

SOCA BACTERIANA

Serratia marcescens N28b Soca salvatge, serotip 04 Gargallo-Viola, 1989

Serratia marcescens 2170 Soca salvatge, serotip 08 Palobart et al, 1988

Serratia marcescens 2170 O" Soca salvatge, serotip 08' Palomar, 1996

Taula 1.2 Soques d'Escherichia coli utilitzades en aquest treball

CARACTERÍSTIQUES REFERENCIA/SOCA BACTERIANA

PROCEDENCIA

¡Üg¡ S; f|sftg
-V-

F' enJA hstIR 17 (rk mk+) supE44

gyr-A96

A(arg¥

Hanahan, 1983E. coli DH5a

thi-1 recAl

(|>80/acZM15

/ízcZYA)U169
E. coli Xll-Blue recAl endA 1 gyrA96 thi-1

hsJR 17 supE44 reíAl 1ac (F1

proAB lacq ZAM15 Tn/0)

Stratagene

E. coli NM554

StratagenerecA\3 araD139 A(ara-leu)l696

A(/ac)x74 ga!E\Sga\K\6 hsdR2

rpsL mcrA mcrB

Thi thr tonA lacY supE

recA::RP-2-Tc::Mu, KmR, Ápyr

Miller et al, 1988E. coli SM10 (Apyr)
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Taula 1.3 Soques de Salmonella entérica sv Typhimurium LT2 utilitzades en aquest treball

REFERENCIA/

PROCEDENCIA

CARACTERÍSTIQUESSOCA BACTERIANA

Chatterjee, 1976rfaC630SA1377

rfaFSU Roantree, 1977SL3789

Roantree, 1977rfaFS 11 gal\ -851SL3790

Roantree, 1977rfaG4S9gsll-S5lSL3854

MacLachlan, 1985gaIE409SA2381

2. PLASMIDIS I CÓSMIDS RECOMBINANTS

UTILITZATS

En aquest treball s'han utilitzat una série de plásmids, alguns deis quals es van obtenir
de fonts comerciáis i d'altres s'han generat en el nostre laboratori o en altres laboratoris

d'investigació (Taula 2.1). En la Taula 2.2 s'indiquen els plasmidis generats en aquest

treball i el vector amb el qual es van generar.

Taula 2.1: Plasmidis utilitzats en aquest treball.

REFERENCIAGENOTIP O FENOTIPPLASMIDI

CoLCrn* AmpR Viejo et al. (1992)PBA189

lacZ (a), ApRpBluescript SK Stratagene

pGEMR-T lacZ (a), ApR Promega

Replicó pl5A, Tcr, CmRpACYC184 Chang i Cohén, 1978

PUT-mini-Tn5. Km 1 De Lorenzo, 1990miniTn5 en pUT, origen 7t-

depenent

cosFGR2 gens waa de S. marcescens Guasch, 1996

cos{2), ApR, KmRsupéreos 1 Stratagene

ApR, laclpWSK29 Wang, 1991

waaAE, kdtB S. marcescenspSKF41 Guasch, 1996

pGEM-T-waaG waaG de S. marcescens Coderch, tesi doc. en preparació

pGEM-T-waaO waaO de S. marcescens Coderch, tesi doc. en preparació

pGEM-T-waaQII waaQ de S. marcescens Coderch, tesi doc. en preparació
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Taula 2.2: Plásmids recombinants generáis durant aquest treball.

PLÁSMID RECOMBINANT VECTOR D ON DERIVA GENOTIP O FENOTIP

fragment Notl del cosFGR2,

clonat amb pACYC tallat amb

Eagl. waaB, waaO, waaAE, kdtB,

fpg, rpmBG, radC., dfp, dut, ttk.

subFGR2 pACYC 184

pACYC 184 fragment Kpn\ i Salí a partir del

plásmid subFGR2. waaB, waaQ,

waaAE, kdtB, fpg, rpmBG.

pNP9

fragment Kpnl i £coRV generat a

partir del plásmid subFGR2. fpg,

rpmBG

pWSK2346 pWSK29

fragment £coRV-£coRV generat

a partir del plásmid subFGR2.
waaE

pWSK1848 pWSK29

pWSKSl pWSK29 insert BamHl-BamHl a partir del

plásmid subFGR2. dut, ttk

pWSKS2 pWSK29 insert BamHI-BamHI a partir del

plásmid subFGR2. radC, rpmBG
insert BamHI-Sait3M a partir

genoteca S. marcescens. Cluster

cosRl 1 supercosl

xvcía

subRl 1 insert Hindíll a partir del plásmid
eos Rll.

supéreos!

pACYC-F41 pACYC 184 insert F41 (BamHJ -tíamFII).

waaB, waaO, waAE, kdtB

3. MEDIS DE CULTIU IANTIBIÓTICS
3.1 Medís líquids

TSB: Medi ric utilitzat rutináriament per al creixement bacteriá (Adsa-Micro)

Composició(g/l): peptona de caseína 17,0; peptona de soja 3,0; clorar sódic 5,0; fosfat monopotásic 2,5;
dextrosa 2,5. pHaproximat=7,3
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LB-Lúria: Medi ric (Adsa-Micro) utilitzat per a la preparado de les cél.lules competents prévia a

l'eletroporació (veure apartat 8.12.2) donat que és un medi amb un contigut de sais molí baix.

Composició (g/1): peptona de caseína 10,0; extracte de llevat 5,0. pHaproximat=7,2

SOB: Medi ric utilitzat per al creixement bacteria previ a la transformació peí métode de les soques

supercompetents (veure apartat 8.12.1). Composició: triptona 2%; extracte de llevat 0,5%; NaCl lOmM;
KC1 2,5mM; MgCl2 lOmM; MgS04 10mM

SOC: Medi ric utilitzat per a l'expressió fenotípica posterior al procés de transformació. Composició:
igual que el SOB més un 0,2% de glucosa.

3.2 Medís solids

TSA: Medi ric utilitzat per a la preparació de plaques de cultiu (Adsa-Micro). Composició(g/l): peptona

de caseína 15,0; peptona de soja 5,0; NaCl 5,0; agar-agar 15,0. pHaproximat=7,3

Agar tou: Medi ric utilitzatper ais assaigs de producció i quantificació de la bacteriocina i per la

multiplicació de bacteriófags. Composició(g/l): la mateixa que la del TSB més 0,7 g/1 d'agar per a

bacteriologia.

3.3Antibiotics i altres additius

Els medís de cultiu es van suplementar, en els casos necessaris, amb els antibiotics que

s'indiquen a la Taula 3.1
Taula 3.1 Antibiotics utilitzats en aquest treball.

ANTIBIÓTIC CONCENTRACIÓ STOCK

(mg/ml)

CONCENTRACIÓ

TREBALL (pg/ml)

DISSOLVENTDE

50/100 Aigua100Ampicil.lina
10/15/20 Etanol 50%10Tetraciclina

Etanol absolutCloramfenicol 50 50

AiguaKanamicina 100 50

Per a la selecció de transformants portadors de l'insert en els plásmids de la serie

Bluescript i pGEM-T, es va afegir IPTG (isopropil-P-D-tiogalactopiranósid) 0,5 mM i
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X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-P-D-galactopiranósid) a una concentració final de

40pg/ml.

4. PRODUCCIÓ D EXTRACTES CRUS DE

BACTERIOCINA. TITULACIÓ

4.1 Métode d'extraeció) de la bacteriocina mitjangant lrobtenció
deproteines totals.

L'extracció de bacteriocina 28b es va dur a terme a partir de la soca recombinant á'E.
coli que transporta el plásmid amb el gen bss (pBA189 )(Viejo, 1992). En aquest cas, la
bacteriocina no és secretada i s'acumula al citoplasma. L'obtenció d'extractes de

proteines totals va ser el métode aplicat.

-Es realitza un creixement de la soca productora de bacteriocina en 100 mi de TSB.
-Es recuden les cél.lules per centrifugado i es resuspenen en 10 mi de tampó fosfat potásic 0,05M (pH

7,4) 1M NaCl.
-La suspensió es sónica (Sonicador MSE de 150W), a una amplitud de 14 microns aplicada en 4 cicles
d'un minut, amb descansos de 1 minut. Les mostres es van mantenir en un bany de gel/aigua i sal per tal
d'evitar el sobrescalfament.

-A continuado es centrifuga a 16.000 rpm durant 30 minuts i es recull el sobrenedant que conté les

proteines presents en la fracció interna de la cél.lula.
-S'esterilitzen els extractes crus de bacteriocina mitjangant un filtre d'un tamany de porus de 0,22 micres.

4.2 Titulado de Vactivitat bacteriocinogénica

Després de l'extracció de la bacteriocina es va dur a tenue un procediment per titular-la.
Es va utilitzar el métode de dilució crítica descrit per Pugsley i Oudega (1987).

-Sobre una placa de TSA es distribueixen 3 mi d'agar tou inoculáis amb 250 pl d'un cultiu o/n d una soca

sensible a la bacteriocina (E. coli NM554) i es deixa solidificar.
-Es prepara un bañe de dilucions bináries (1/2) deis extractes de bacteriocina en TSB.
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-Es dispersa una gota de 10 pl de cada dilució sobre la placa preparada i es deixen assecar a 1'aire en un

sistema de fluxe laminar estéril durant uns minuts.

-Les plaques s'incuben entre 5-12 hores a 37°C fins que s'observa la inhibició del creixement de la soca

sensible de forma clara.

El nivell de bacteriocina es defineix com el recíproc de la última dilució del extracte que

produeix una inhibició contrastada multiplicat per 100 per a referir-ho com a unitats
arbitrária de bacteriocina/ml.

5. ASSAIG DE SENSIBILITAT/RESISTÉNCIA A LA

BACTERIOCINA

5.1 Assaig qualitatiu (Cross-streak layer test)

Aquest métode es va usar per determinar la sensibilitat/resisténcia a la bacteriocina de
forma qualitativa de les soques recombinants produides en aquest treball i que contenen

gens relacionáis amb la biosíntesi del nucli del LPS de Serratia marcescens. Aquest
métode va ser descrit per Pugsley i Oudega (1987).

Breument, es disposita una gota de 20pl d extracte de bacteriocina en una placa de medi

sólid, s'extén i es deixa secar. Es sembra una colonia de la soca a assajar de forma

perpendicular a la línia de bacteriocina. S 'incuba a la temperatura óptima de creixement
durant 24 h.

5.2Assaig quantitatiu

Aquest métode, descrit per Cavart i Lanzdunki (1981), es va utilitzar per quantificar la
sensibilitat o resiténcia a la bacteriocina de les soques estudiades. Els passos que es van

seguir són els següents:
-Creixement tota la soca en 5ml de TSB fms obtenir una densitat

-Assaig en plaques de microtiter de diferents dilucions de bacteriocina (20pl) en front de 20pl de cultiu

bacteriá. Es porta a un volum final de 200pl amb TSB.
-Incubació a 37°C durant 4 hores.

-Lectura de TAbsorbáncia a 600nm.

-Corba de sensibilitat/resisténcia a la bacteriocina.
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6. ELECTROFORESI GELSEN DE

POLIACRILAMIDA SDS-PAGE

6.1 Gels depoliacrilamida SDS-PAGE al 12%. Gels de LPS

Per a l'análisi del lipopolisacárid es van utilitzar gels de poliacrilamida al 12% en la part

inferior del gel o gel de resolució. Aquest sistema es va dur a terme per tal d'analitzar el
LPS de tipus S i va permetre la visualització de les bandes corresponents a els diferents
unitats de repetició de 1'antigen O.

6.1.1 Preparado de les mostres

Les mostres de LPS es van obtenir segons el métode descrit per Hitchcoc i Brown

(1983):
-Creixement o/n de la soca en 5 mi de TSB.

-Centrifugado d'una alíquota de 200 jal de creixement.

-Resuspenció del precipitat en 25 pl de tampó de mostres (Taula 6.1).
-Incubado en un bany a 100 °C durant 15 min.
-Addició de 25 pl de Proteinasa K (lmg/ml).
-Incubar durant 1,5 h a 65 °C.

Taula 6.1 Composició del tampó de mostra per a gels de LPS al 12%.

TAMPÓ DE MOSTRA

Tris-HCl 0,5M (pH6,8) 2,5 mi

Glicerol 2 mi

SDS 20% 25 mi

2-p-mercaptoetanol 200pl

Blau de bromofenol 0,1%

Aigua bidestil.lada 4,3 mi

En el cas de l'análisi de LPS extret a gran escala, es va partir d'una quantitat de 25 pg i
es va tractar la mostra de la mateixa manera que s'acaba de descriure.
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6.1.2 Preparado deis gels

La preparació deis gels es va dur a tenue seguint el métode clássic d'electroforesi de

proteines en condicions desnaturalitzants, peí sistema de SDS-PAGE. La composició
del gel de compactació i de resolució es mostra en la Taula 6.2.

Taula 6.2 Composició deis gels de resolució i compactació deis gels de LPS al 12%.

GEL COMPACTACIÓCOMPOSICIÓ GEL RESOLUCIÓ

6,1 miAigua bidestil.lada 3,35 mi

1,5 MTris-HCl (pH 8,8) 2,5 mi

2,5 mi1,5 MTris-HCl (pH 6,8)

SDS 10% 100pl100|il

Solució Acrilamida/Bisacrilamida 4 mi 1,3 mi

30%

Persulfat amónic 10% 50pl 50)0.1

TEMED 5(ol 10pl

Les mostres es corren en el tampó Tris-Glicina-SDS (Taula 6.3), aplicant un voltatge de
15V fíns que les mostres entren en el gel de resolució. Aleshores s'eleva el voltatge fíns
a 100-110V.

Taula 6.3 Composició del tampó Tris-Glicina-SDS.

TAMPÓ TRIS-GLICINA-SDS

Tris-base 3,02 g

Glicina 14,4g
SDS 20% 25 mi

Aigua bidestil.lada fíns a 11

6.1.3 Tinelo

La tinció es va dur a tenne segons el métode descrit per Tsai i Frash el 1982. Aquest
métode es basa en Tus de sais de nitrat de plata. La composició de les solucions
utilitzades en la tinció s'indica en la Taula 6.4.
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-Es col.loca el gel de poliacrilamida en una placa de Petri amb 100 mi de Solució I.
-S'incuba durant 2-3 h.

-Es substitueix la Solució I per la Solució I que conté 0,7% d'ácid periódic.
-S'incuba amb agitació durant 10 min.
-Es renta 3 vegades amb 100 mi d'aigua bidestil.lada. Cada rentat es realitza amb agitació durant 10 min.
-S'elimina l'aigua bidestil.lada de l'últim rentat i s'afegeix la Solució II (Solució de Nitrat de Plata).
S'incuba amb agitació durant 10 min.
-Es renta tres vegades amb aigua bidestil.lada. Els canvis es realitzen cada 5 min.
-S'elimina l'aigua de l'últim rentat i s'afegeix 100 mi de la Solució III (Solució de revel.lat). S'incuba
sense agitació fms a observar l'aparició de les bandes.
-S atura el procés substituint la Solució III per la Solució de Parada (Acid acétic al 7%).

Taula 6.4 Composició de les solucions I, II i III utilitzades en el procés de tinció.

SOLUCIÓ fflsolució nSOLUCIÓ I

Ácid cítric 10%NaOH 0,4 M 28 mi

NH4OH (30%) 2 mi

AgN03 (20%) 5mi

HzO bidest. fms a 150 mi

40% etanol absolut

5% ácid acétic glacial en aigua
destil. lada

50j_tl

Formaldéhid 37% 50pl

H20 bidest fms a lOOml

6.2 Gels de poliacrilamida-SDS-PAGE-Treicina. Gels de nucli
de LPS

Aquests gels es van dur a terme per analitzar el LPS de tipus R o de tipus RS.

6.2.1 Preparado de les mostres.

La preparado de les mostres es va dur a terme de la mateixa manera que per ais gels de
LPS. La composició del tampó de mostra utilitzat s'indica en la Taula 6.5.
Taula 6.5 Composició del tampó de mostra utilitzat per ais gels de SDS-PAGE-Tricina.

TAMPÓ DE MOSTRA 1ÜÍ8

Tris-HCl 0,06M pH=8
EDIA lmM

SDS 2%

5,9 mi

Blau de Bromofenol (solució saturada)

2-mercaptoetanol

H20 fins a

0,4 mi

0,8 mi
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6.2.2 Gels i tinció

La composició del gel i el tampó utilitzats van ser descrits per Pradel i Schnaitman

(1991) (Taula 6.6).
Taula 6.6 Composició deis gels de resolució, compactado i del tampó d'electroforesi utilitzats en els

gels de SDS-PAGE-Tricina.

GEL COMPACTACIÓ TAMPÓ D'ELECTROFORESIGEL DE RESOLUCIÓ

0,1% Tris-HCl (pH 8,25)

0,1 M Glicina

0,1% SDS

Acrilamida 4,5%

Bisacrilamida 0,3%

SDS 0,3% en Tris-HCl 0,75M

(pH 8,5)

Acrilamida 15%

Bisacrilamida 0,3%

SDS 0,1%

Glicerol 10% en Tris-HCl 1M

(pH 8,5)

El gel es va correr a lOmA fíns que les mostres van entrar al gel de resolució. En aquest

moment es pot augmentar l'amperatge a 20mV.
La tinció es va fer segons el métode descrit anteriorment basat en la tinció amb nitrat de

plata.

7. AILLAMENT DE BACTERIÓFAGS

7.1 Mosíreig

Per al mostres es va partir d'aigües amb possible contaminació fecal deis rius Besos i

Llobregat. Les mostres es van recollir de llocs on el corrent no era excessiu, els nivells

de contaminació orgánica i particulada no eren excessivament alts i on no se sospitava
de la presencia d'agents amb activitat antimicrobiana (colorants, metalls pesants, etc.).

7.2 Enriquiment

L'enriquiment té com a objectiu l'increment en el nombre de bacteriófags específics per

a la soca bacteriana utilitzada. En els experiments realitzats, es va utilitzar les soques de
Serratia marcescens N28b, 2170 i 2170 O'. El procediment que es va seguir va ser el
descrit a continuació.

-Es realitza un creixement o/n de la soca en 20 mi de TSB.
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-Es barregen en un matrás estéril 50 mi de la mostra d'aigua, 50 mi del medi de cultiu TSB doble
concentrat (2xTSB) i s'incoculen els 20 mi de la soca bacteriana.
-S'incuba de 8-12 hores sense agitació a 30-37 °C per aconseguir el lisat cel.lular.7.3Obtenció de l 'estoc de bacteriofags

L'obtenció d una suspensió de bacteriofags es va aconseguir afegint cloroform, que lisa
els bacteris i permet alliberar al medi els bacteriofags presents a l'interior cel.lular.

-S'afegeix un volum de 30 mide cloroform al lisat cel.lular i s'agita vigorosament.
-Es centrifuga a 6000 rpm durant 15 minuts.
-Es recull la fase superior i es transfereix a tubs nets.

-S'afegeixen unes gotes de cloroform per mantenir l'estoc lliure de bacteris i es conserva a 4 °C.7.4Assaig qualitatiu

L'assaig qualitatiu es va realitzar per teñir una idea orientativa de la concentració de
1 'estoc de bacteriofags.
-Es prepara un bañe de dilucions de l'estoc, des de 10'1 fins a 10‘8 en Ringer 1/4.
-Sinculen 0,2 mi dun creixement de 5 mi de la soca bacteriana a 3ml dagar tou fos. S'agita i s'aboca
sobre una placa de TSA i es deixar assecar (Técnica de la doble capa d'agar).
-A continuació es diposita una gota de lOpl de cada dilució sobre la placa.
-Una vegada les gotes s'han absorbit en la placa, s'incuba a 30-37 °C.7.5Assaig quantitatiu

L'assaig quantitatiu va permetre conéixer el número d'unitats formadores de calba per

mi (PFU) així com caracteritzar la morfología de les diferents calbes. Les diferents
calbes van ser aillades i es va obtenir un estoc de bacteriofags per cada calba diferent,

repetint el procés anterior.

L'assaig quantitatiu es va dur a terme de la següent manera:

-Es prepara un bañe de dilucions de l'estoc de bacteriofags tal com es descriu en l'apartat anterior (assaig

qualitatiu) pero ampliant les dilucions a 3 dilucions més que la última en qué s'observa lisi a l'assaig

qualitatiu.
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-A continuado s'afegeix a 3ml d'agar tou fos 0,2 mi del cultiu de bacteri i 0,1 mi de la dilució de l'estoc
de bacteriófag. S'agita i s'aboca en un placa de TSA (Técnica de la doble capa d'agar). Per a cada dilució
s'inoculen dues plaques.
-Es deixa solidificar i s'incuba durant 12-24h a 30-37 °C.

-Es calcula el número d'unitats formadores de calba per mi.

7.6 Assaig de sensibilitat/ resistencia

Una vegada obtinguts els estocs de bacteriófags específics per a cada soca, es va passar

a estudiar la sensibitat de totes les soques que volíem mutar a tots els fags de qué

disposávem.

Aquest estudi es va dur a terme per la técnica de la doble capa d'agar. La sensibilitat ais

fags es determiné dipositant gotes de bacteriófag (109 PFU/ml) sobre creixements
confluents de la soca bacteriana. Les plaques s'incuben durant 24 hores a 30-37 °C.

7.7 Obtenció de mutants per resistencia a fags

Una vegada obtinguts bacteriófags que infectaven les diferents soques assajades, es va

procedir a obtenir colónies resistents ais bacteriófags. Aquest procediment tenia com a

objectiu l'obtenció de mutants en gens implicáis en la biosíntesi del nucli del LPS.
Per obtenir mutants, es va dur a terme el següent procés:

-Es barreja 3ml d'agar tou fos amb 0,1 mi d'un cultiu de la soca bacteriana i s'aboca a una pía de TSA. Es

deixa solidificar.

-A continuació es diposita un volum de fag que contingui aproximadament 109 PFU sobre la placa.
S'incuba a 30-37 °C durant 12 -24h.

-Les colónies que creixen en la zona de lisi es purifiquen individualment amb estríes en placa de TSA i es

comprova la resisténcia al bacteriófag.

Els fenotips de les colónies resistents ais bacteriófags es van analitzar a través de gels de
LPS.
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8.TÉCNIQUES DE GENÉTICA MOLECULAR

Molts deis protocols utilitzats en aquest treball es troben descrits en els llibres
“Molecular cloning: a laboratory manual” (Sambrook et al., 1989) i “Current protocols
in moleuclar biology” (Ausubel et al., 1989). A més, en molts casos es van utilitzar kits
comerciáis seguint les intruccions del fabricant.

8.1 Aillament i purificació d'ADNplasmídic

L'aillament d'ADN plasmídic es va dur a terme segons el métode basat en la lisi

alcalina (Birboim et al, 1983) descrit per Maniatis (Maniatis et al, 1982) i modificat per

Martínez (Martínez et al, 1988).

Es van dur a terme preparacions de d'ADN a petita i a mitjana escala i es va utilitzar el
kits comercial subministrat per IZASA,especialment per T aillament de plásmids

multicópia (Quiagen plasmid midi-prep preparations o Qiagen plasmid mini-prep

preparations). En els dos casos es van seguir les instruccions del kit.

8.2 Fenolització de l rADN

Es va seguir el protocol descrit per Sambrook (1989). La fenolització s'utilitza per tal de

purificar molécules d'ADN en solució.

-S'afegeix el mateix volum de Fenol que de mostra i s'agita vigorosament.
-Es centrifuga durant 5min.
-Es transfereix la fase aquosa, superior, a un tub net. S'afegeix igual volum de FenohCloroform (1:1) i

s'agita vigorosament.
-Es centrifuga durant 5 min.
-Es transfereix la fase superior a un tub net.

-S'afegeix igual volum d una solució de Cloroform: Alcohol isoamílic (24:1). Aquesta extracció permet

eliminar les restes de Fenol.

-Es centrifuga durant 5 min i es tranfereix la fase superior a un tub net.
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Es va seguir el procediment descrit per Maniatis (Maniatis, 1982), basat en l'addició de
la décima part del volum d'ADN d'acetat sódic i l'addició del doble del volum obtingut
d'etanol al 98% fred. La barreja es manté a -20°C un mínim de 2 h. Posteriorment es

centrifuga a lO.OOOg durant 15 min. i es realitza un rentant amb etanol al 70% fred.
Finalment s'evaporen les restes d'etanol i l'ADN es resuspén H20.8.4Quantificació de l ADN

La quantificació de l'ADN es va dur a terme per dos métodes diferents: a partir de la
intensitat de fluorescéncia que emet el bromur d'etidi quan s'intercala entre les bases
d'ADN o bé mesurant l'absorbáncia per espectrofotometria.
En el primer procediment, l'emissió és directament proporcional a la massa total
d'ADN. En un gel d'agarosa amb 0,5 pg/ml de bromur d'etidi dissolts en agarosa, es

carreguen diverses quantitats de l'ADN que s'ha de quantificar i una quantitat d'ADN

coneguda (0,4 ¡ug de l'ADN del fag X digerit amb l'enzim Hindlll, el patró del qual es

coneix. Per comparació de la intensitat de les bandes de patró amb la de la mostra es va

estimar la concentració de l'ADN.

En el segon cas, la concentració d'ADN es va determinar per absorció a 260 nm.

Breument, es van agafar 0,1 mi de la solució d'ADN i es van afegir a 1,9 mi d'aigua i es

van barrejar. Usant 1 mi d'aquesta solució, es va determinar l'absorbáncia a 260 nm.

Usant la relació 50 pg d'ADN= 1 (A26o), es calcula la concentració d'ADN.8.5Reaccions enzimátiques

Els enzims de restricció i els tampons utilitzats van ser subministráis per Pharmacia
Biotech. Les condicions de les digestions utilitzades es van fer segons les indicacions de

1'aquesta casa comercial. L'avantatge que representa usar aquests enzims és que tots ells

requereixen el mateix tampó diluit a diferents concentracions en funció de l'enzim
utilitzat (tampó "One for all buffer").
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Habitualment, s'utilitza 0,1 pg d'ADN per a una volum final de 20 pl de volum final. El
volum de "One for all buffer" varia segons 1'enzim. La quantitat d'enzim utilitzada está

al voltant d'una unitat. La digestid s 'incuba habitualment a 37°C durant 1,5-2h.

En el cas de digestions a gran escala destinades a la purificació d'alguna banda, es va

utilitzar un volum final de 100 pl i la resta de components es van afegir segons les

proporcions anteriors.8.5.2Restriccions dobles

En el cas de que els dos enzims necessitessin la mateixa concentració de tampó,

s'afegien els dos enzims alhora. En cas contrari, primer es realitzava la reacció de
restricció amb 1'enzim que usés la concentració més elevada i posteriorment es diluía
amb aigua desionitzada fins obtenir la concentració adient per al segon enzim.8.5.3Restriccions pardais

Es van dur a terme segons el procediment descrit per Bloch (Bloch, 1987). Es va

barrejar l'ADN i el tampó corresponent fins a un volum final de lOOpl que es van

repartir en cinc tubs diferents. En el primer es va afegir 30pl de la barreja, en el segon

20 pl; en el tercer, quart i cinqué, 10 pl. Es van afegir de 3 a 5 unitats d'enzim per pg

d'ADN del primer tub. Es van barrejar i es van traspassar 10 pl d'un tub a l'altre

seqüencialment.
Es van incubar tots els tubs a 37°C durant 15 min. Posteriorment es van analitzar els

productes de les diferents reaccions en una electroforesi en gels d'agarosa.8.5.4Reaccions de defosforilació

La reacció de defosforilació es va dur a terme sobre els vectors digerits amb enzims que

generen extrems compatibles per tal d'evitar la relligació. La reacció de defosforilació
elimina els grups fosfat 5' termináis deis extrems lliures. S'utilitza 1'enzim BAP
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(Bacterial Alcaline Phosphatase) de Pharmacia, seguint el procediment descrit per

Sambrook (Sambrook et al., 1989) amb modifícacions. Una d'elles consisteix en

adargar el temps d'incubació a l,5h. afegint una alíquota d'enzim (1 unitat) cada 30
min. Una vegada s'ha dut a tenne la reacció, l'enzim s'inactiva per incubació a 85° C,
durant 15 min. en preséncia de 10 mM d'EDTA pH=8. A continuació es dur a tenue un

tractament per purificar 1'ADN.8.5.5Reacció de lligació

L'enzim T4 ADN-lligasa i el tampó de lligació van ser subministráis per Promega. Les
reaccions de lligació es van realitzar en una relació molar de 2:1 (insert: vector).

Habitualment, per a les reaccions de lligació entre molécules amb extrems cohesius es

van utilitzar de 0,01 a 0,1 pg de l'ADN total (vector i insert) diluits en aigua i es van

barrejar amb 1 unitat de l'enzim, tampó i aigua fins a un volum de 20 pl. La reacció es

va deixar totat la nit a 4°C. En el cas d'ADN amb extrems roms, es va augmentar la

quantitat d'ADN i d'enzim i les incubacions es van realitzar a 4°C durant 48 h.

Després de realitzar la barreja entre el vector i 1'insert es va incubar a 65°C durant 5 min

per tal de permetre que tots els extrems de restricció estiguessin lliures.8.5.6Modificado deis extrems

La modificació deis extrems va teñir com a objectiu generar extrems roms. Per fer-ho,
es van seguir les instruccions de Maniatis (Maniatis et al., 1982). En el cas deis extrems

5' protuberants es va utilitzar l'activitat 5'->3' polimerasa de l'enzim Klenow, que

afegeix nucleótids a l'extrem 3' lliure, prenent com a motilo l'extrem protuberant. En el
cas deis extrems 3'protuberants, es van utilitzar enzims amb activitat exonucleasa

3'—>5' de cadena senzilla, que digereixen l'extrem protuberant fins a obtenir extrems

roms.8.6Electroforesi d'ADN en gels d 'agarosa

L'electroforesi s'utilitza per separar i idendificar fragements d'ADN. L'electroforesi es

basa en la cárrega negativa que presenta l'ADN a pH neutre, que condiciona la seva
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migració cap al pol positiu quan se l sotmet a un camp eléctric. Variant la concentració
d 'agarosa pot aconseguir-se separar amb bona resolució fragments d'ADN de longituds
diverses. S 'utilitzen concentracions des de 0,3 (per resoldre fragments grans) fíns al 2%

(per fragments al voltant de 100 pb) (Maniatis et al., 1982). En les electroforesis
rutináries s'utilitza el tampó TAE x 1, que es prepara a partir d'una solució concentrada
de TAEx50 (Taula 8.1).

Les mostres es preparen adicionant tampó de mostres (Taula 8.1), a una proporció 1/5

respecte el volum total. El tampó de mostres actúa com a incrementador de la densitat,

per tal que la mostra s'introdueixi bé ens els pous del gel i no difongui. Els dos
colorants (Blau de bromofenol i Xylen cyanol) del tampó penneten seguir el procés.
L'electrofesi es va dur a terme a un voltatge d'aproximadament 100 V i en les cubetes

d'electroforesi Hoefer HE33 de Pharmacia.

La visualització de l'ADN s'aconsegueix afegint Bromur d'etidi en la composició del

gel a una concentració de 0,5 pg/ml. Els gels es van visualitzar en uns transil.luminador
de llum ultraviolada a 302nm.

Taula 8.1 Composició del tampó TAEx50 i del tampó de mostres utilitzats en l'electroforesi de gels

d'agarosa.

TAMPÓ TAEX50 TAMPÓ DE MOSTRES
5»

Tris Blau de bromofenol

Xylen cyanol
Glicerol

242 g

EDTA 0,5M pH=8 100 mi
Acid acétic glacial 57,1 mi

Aigua bidestil.lada fins a 1 1

0,25%

0,25%

30%

8.7 Purificado d rADN a partir de gels d 'agarosa

Per la purifícació de fragments d'ADN a partir de gels d'agarosa es va utilitzar el
sistema QUIAEX subministrat per IZASA. Aquest sistema també permet la purifícació
de qualsevol ADN en solució. Es basa, principalment, en la retenció de l'ADN en una

matriu de sílica, que es renta diverses vegades per tal d eliminar contaminants no

desitjats. Finalment, s'elueix l'ADN purifica!
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8.8 Obtenció de sondes d'ADN. Detecció de fragments d'ADN.
Técnica de Southern.

A partir de fragments d'ADN purificáis es van marcat mitjan^ant el kit de marcatge no-

radioactiu (Boehringer.Mannheim). El sistema de marcatge es basa en la incorporació
de dUTP marcat amb digoxigenina. Després de la hibridació, les molécules marcades es

detecten utilitzant un anticos antidigoxigenina conjugat amb fosfatasa alcalina i

posterior reacció enzimática contra els substrats X-fosfat i NBT. Els passos seguits en el

marcatge són els següents:
-desnaturalització de l'ADN que es vol marcar incubant-lo a 100°C durant 10 minuts.

-congelació ¡inmediata en un bany de gel/etanol.
-A la temperatura de congelació, s'afegeixen 2 pl de la barreja d'hexanucleótids (primer universal

inespecífic), 2 pl d una combinado de dNTPs que conté el nucleótid marcat i 1 pl de l'enzim Klenow.

-Descongelació a temperatura ambient i després de homogenitzar, s'incuba a 37°C durant un mínim de 1
hora.

-S'afegeixen 2 pl d'EDTA 0,5M (pH=8) per parar la reacció.

-Precipitació de l'ADN i resuspensió en 30 pl d'aigua o TE. La sonda marcada es pot conservar a -20°C.

Després d'hibridar les sondes amb les seqüéncies diana (passos següents) es realitzat el revelat mitjanqant
la técnica immunoenzimática. Els passos de revelat són els següents:

-després de la hibridació, rentar els filtres amb tampó I durant 1 minut.
-incubar durant 30 minuts amb tampó II.

-rentar amb tampó I (Taula 8.2) durant 1 minut.
-incubar durant 30 minuts amb el tampó I (10-20 mi per filtre) al que se li afegeix 2 pl de Tanticos

antidigoxigenina.
-dur a terme dos rentats de 15 minuts amb tampó I en excés per tal d'eliminar Tanticos fixat.

-equilibrar durant 2 minuts amb tampó III (Taula 8.2).
-incubar en la solució cromática, protegida de la llum, fins observar Taparició de senyals.

-parar la reacció cromática summergint el filtre amb el tampó IV (Taula 8.2)
-totes les incubacions es realitzen amb agitació excepte la reacció cromática.

Taula 8.2 Composició deis tampons utilitzats per al revelat.

Tampó I: lOOmM Tris-HCl (pH 7,5), 150 mM NaCl

Tampó II: reactiu de bloqueig en 0,5% del tampó I.

Tampó ni: lOOmM Tris-HCl (pH=9,5), lOOmM NaCl, 50 mM MgCl2

Tampó IV: 10 mM Tris-HCl, lmM EDTA (pH=8,0)

Solució cromática: 45pl NBT + 35 pl de X-fosfat en 10 mi de tampó III
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L'ADN que es pretén hibridar amb les sondes es sotmet, en primer lloc, a una

electroforesi en gel d'agarosa usant com a tampó TBE x 1. Els gels es preparen amb un

gruix inferior al normal per minimitzar el temps de transferéncia i la resistencia durant
la transferencia.. L'ADN que s'ha d'hibridar es desnaturalitza en el gel mitjanqant una

incubació en una solució 0,25M NaOH durant 15 minuts. A continuado, es duen a

terme dos rentats de 10 minuts amb TBE x 0,5.

La tranferéncia es realitza a filtres de nylon (Boehringer Mannheim) mitjangant el
sistema d'electrotransferéncia de Bio-Rad, a 80 V durant 1 hora, mantenint la cubeta

parcialment submergida en un bany de gel i amb agitació permanent del tampó de
transferéncia (TBE x 0,5).Finalitzada la transferéncia, es pot fíxar l'ADN al filtre
incubant per secat a 120 °C durant 30 minuts al buit o bé per exposició del fíltre, previ

procés de secat a l'aire, a il.luminació ultraviolada durant 3 minuts. El procés
d'hibridació següent consisteix en:

-S'incuba el filtre en la solució d'hibridació (Taula 8.3) durant 2 hores a 42 °C (Fase de pre-hibridació o

bloqueig).
-Selimina la solució d'hibridació utilitzada i s'afegeixen 5-10 mi de solució d'hibridació fresca a els que

s'ha afegit 5 pl de sonda desnaturalitzada (la sonda es desnaturalitza préviament per ebullició durant 10

minuts seguida de congelació instantánia en un bany de gel sec/etanol).
-Incubació durant tota la nit a 42 °C.

-Al dia següent, s'apliquen 2 rentats de 5 minuts amb 2 x SSC + SDS 0,1% a 68 °C.

Finalitzats els rentats, es pot dur a terme el protocol de revelat.

Taula 8.3 Composició de la solució d'hibridació.

Solució d'hibridació

Formamida desionitada 20 mi

Agent de bloqueig
N-lauril-Sarcosina

2g
40 mg

80 pl

7,5 mi

9,2 mi

SDS 10%

20 x SSC

Aigua bidestil.lada

8.9 Reacció en cadena de la polimerasa (PCR)

El protocol de PCR es va dur a terme segons les indicacions generáis de la bibliografía

(Sambrook et al., 1989) amb algunes modificacions.
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La DNA polimerasa termoestable (Taq polimerasa) va ser subministrada per GIBCO-
BRL. La composició del tampó utilitzat es mostra en la Taula 8.4.
Taula 8.4 Composició del tampó utilitzat en les reaccions de PCR.

TAMPÓ DE PCR

Glicerol 5%

Tris HC1 pH=7,4 250mM

KC1 200 mM

5%DMSO

Les condicions de la reacció de PCR varien segons el tamany del fragment a amplificar,
els cebadors a utilitzar i el DNA motilo. En general es van usar unes condicions
estándard que es van modificar en cada cas. En la Taula 8.5 s'indiquen les condicions
utilitzades habitualment.

Taula 8.5 Condicions utilitzades en les reaccions de PCR.

Tampó de PCR 5 pl

Barreja de nucleótids (2,5 mM) 5 pl

Tampó MgCl2 (50mM) 1,5 \ú

Solució de cebadors 30 ng

Taq polimerasa 1,25 U

ADN motilo 0,25-0,1 pg

H20 bidestil.lada Fins a 50 pl

Per tal d'aconseguir el producte d'amplificació desitjat, es van modificar condicions
com ara la concentració de MgCL, la quantitat deis cebadors o la temperatura

d'hibridació.

Per evitar que l'evaporació d'aigua durant el procés es va afegir oli mineral. En alguns

casos, per evitar el contate entre ADN motilo i cebadors abans d'arribar a la temperatura

d'hibridació, es va utilitzar parafínar per tal de separar els dues fases.
Per a l'amplificació es va utilitzar el termociclador GeneAmp System 2400 de Perkin
Elmer. En primer lloc es va dur a terme un cicle de desnaturalització a 95°C durant 4

min. Posteriorment, es van realitzar de 30 a 35 cicles deis 3 passos indicáis en la Taula
8.6.
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Taula 8.6 Passos que composen un cicle en la reacció de PCR. Es van utilitzar de 30 a 35 cicles.

95°C, 30 segons
Temperatura d'hibridació del cebador,30 segons
72°C, temps necessari per Tamplificació de fragment (1 Kb/ min)

En últim terme, es va realitzar un cicle a 72 °C durant 5 minuts per tal d'assegurar la
formació de la cua d'As en els fragments amplificáis.
Una vegada acabada la reacció de PCR es van mantenir les mostres a 4°C i els

fragments amplificáis es van analitzar per electroforesi en gels d'agarosa.

8.10 Disseny de cebadors específics

Els cebadors específics utilitzats tant en les reaccions de PCR com en les reaccions de

seqüenciació es van dissenyar amb el software Amplify (University of Wisconsin, 445

Henry Malí, Madison 53706). Una vegada dissenyats, van ser sintetitzats per Pharmacia

seguint la indicació de la seqüéncia sol.licitada. En general, la temperatura d'hibridació
es va calcular seguint la fórmula: T=63,9 + 0,41.(%G+C)-650/n° bases.

8.11 Seqüenciació de l rADN

Per dur a terme les reaccions de seqüenciació de l'ADN es va utilitzar el métode basat
en el marcatge amb fluorocroms. Aquest métode va ser descrit per Sanger (Sanger el al,

1977). Es va utilitzar el kit de seqüenciació d'Abi Prism Dye Terminator Cycle

Sequencing Reacty Reaction Kit de Perkin Elmer. El kit conté dideoxinucleótids marcats

amb fluorocroms. Cada dideoxinucleótid (A,C,G,T) está marcat amb un fluorocrom
diferent. Aixó permet que cada fragment que queda interromput per la incorporació
d'un dideoxinucleótid tingui una fluorescéncia associada al tipus de nucleótid que s'ha

incorporat últim. D'aquesta manera, separant els fragments generats en la reacció a

través d'una electroforesi en gels de poliacrilamida i determinant la fluorescéncia,

podrem determinar la seqüéncia de nucleótids des del cebador utilitzat fins a una

tamany de 300 a 400 pb.
Les concentracions que es van utilitzar en la reacció de seqüenciació es mostren en la
Taula 8.7.
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Taula 8.7 Concentracions utilitzades en la reacció de seqüenciació de l'ADN.

Terminator ready reaction mix 4 (al

0,2-0,5 pg/plADN motilo

3,2 pmolsCebador

10 plH20 bidestil.lada fms a un volum de

Oli mineral per evitar l'evaporació durant la reacció.

La reacció de seqüenciació es va dur a terme en el termociclador GeneAmp System 2400
de Perkin Elmer. En primer lloc es va realitzar un cicle de desnaturalització a 95 °C
durant 4 min i, a continuado, 25 cicles amb els passos següents:

-96 °C durant 30 segons.

-Temperatura d'hibridació del cebador, durant 15 segons.

-60 °C, durant 4 min.

El protocol de purificació de la reacció de seqüenciació consisteix en precipitar els

fragments amplificáis. Es va dur a terme segons el protocol del fabricant del kit:

-Es transfereix el contingut de la reacció (10 pl) a un tub Eppendorf que conté 1 pl dá cetat sódic 3M

(pH=4,6) i 25 pl d'etanol al 95%.
-Es barreja i es manté en gel durant 10 min.
-Es centrifuga durant 15-30 min.
-Es retira el sobrenedant i s'afegeixen 125 pl d'etanol al 70%. Es retira l'etanol i es deixar assecar el

precipitat.

Els gels de poliacrilamida, el seu revelat i l'obtenció de la seqüéncia van ser realitzats

peí personal deis Servéis Científico-Técnics de la Universitat de Barcelona.

8.12 Software per a l 'análisi de seqüéncies

Una vegada obtinguda la seqüéncia d'ADN, es va dur a terme un estudi en qué es van

analitzar les pautes de lectura oberta presents i les dianes de restricció a través del

programa Seqaid 3.81 (Rhoads i Roufa, Kansas University, 1991). Aquest programa

també es va utitilitzar per establir el perfil d'hidrofobicitat d'una proteina. El programa

utilitza una versió informatitzada del métode de Kyte i Doolitle (1982).
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Les pautes de lectura oberta trobades van ser introdui'des a la base de dades de proteines

Pirprot (v. 39,0) i Swiss-prot (v. 27,0) mitjanyant el programa FASTA (Pearson and

Lipman, 1988). Aquest programa utilitza un algoritme que permet la comparació duna

seqüéncia problema amb milers de seqüéncies d'una base de dades. L'algoritme
identifica les regions que presenten, en cada parell de seqüécies, un máxim de residus

idéntics, agafats d'un en un (ktup= 1); ordena els 10 millors fragments de cada parell de

seqüéncies, segons una matriu de similitut. El programa BLAST (Atchul et al, 1990)
s'utilitza també per a la recerca de seqüéncies d'ADN i proteines homologues. Les

proteines que presenten major similitud amb les deduides de la nostra seqüéncia són
sotmeses a un procés d'alineament múltiple utilitzant els programes "PileUp",

"Preetybox", "Prettyplot" del paquet integrat EMB-GSG (Genetics Computer Group,

Inc) considerant les identitats i les substitucions conservatives d'aminoácids. També es

va utilitzar el programa Clustal W per alineaments múltiples.
El programa Clone Map (versió 2.11) (CGC Scientific, Inc) es va utilitzar per elaborar
els esquemes deis plásmids i mapes de restricció.
El programa PROT.PARS (Parsimony). de PE1YLIP (Felsenstein, 1991) es va utilitzar

per realitzar análisis filogenétiques. Aquest programa compara dues seqüéncies
d'aminoácids i determina el número de canvis genétics (de bases) que s'han de produir
en un codo per passar d'un aminoácid a l'aminoácid corresponent de l'altra proteina. El
número de canvis indicará com de llunyanes es troben dues proteines.

El programa HCA es va utilitzar per realitzar una análisi de les agrupacions (clusters)
d'aminoácids hidrofóbics d'una proteina. Així, es pot predir el tipus d'estructures
secundáries i terciáries d'una proteina. En les proteines globulars, els aminoácids
hidrofóbics es troben situats en el nucli intern de la proteina mentre que els aminoácis
hidrofílics es troben situats en la superficies. Com a resultat, els aminoácis hidrofóbics
tendeixen a agrupar-se en una estructura compacte estable que és típica d'un plegament

particular. En general, els aminoácis hidrofóbics es troben situats amb més freqüéncia
en els cares internes de les estructures secundáries regulars (helix-a i fulla-p) i amb

menys freqüéncia en estrucutres irregulars (girs). En aquest programa, els aminoácids
es troben classificats en aminoácis hidrofóbics (VILFMWY) i aminoácis hidrofílics on

es troben els aminoácis constructors de girs (PGDNS) (4=G, ir=P i LEY). Aquest

métode permet relacionar famílies de seqüéncies amb nivell baixos d'identitat.
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8.13 Técniques de transferencia d'ADN

Dintre de les técniques de transferencia d'ADN es va utilitzar comunment la
transformació i la conjugació.

8.13.1 Transformació per cél. tules supercompetents

Aquest métode s'utilitza per transformar ADN a diverses soques d'Escherichia coli

(Hanahan, 1983).
-Es prepara un cultiu de la soca en 5ml del medi SOB i s'incuba a 30-37 °C durant tota la nit.
-Es realitza un subcultiu en SOB i s'incuba a 30-37 °C fms arribar a una D.O. a 600 nm de 0,5.

-Es deixa el cultiu a 4°C durant 10 min i, a continuació, es recuden les cél.lules per centrifugació.

-Es resuspén el sediment amb 1600 pl de TFB-K.MES i es deixa 10 min a 4 °C.

-Es centrifuga de nou i es resuspén el sediment amb 400 pl de TFB-K.MES (Taula 8.8) S'afegeixen 14

pl duna solució de DMSO-DTT i s'incuba a 4 °C durant 10 min. Es repeteix aquest pas un vegada més.
-Es divideix el contingut del tub en dues alíquotes iguals i es tranfereixen a tubs préviament refredats.

Una meitat s'utilitza com a control i a l'altra meitat s'hi afegeix de 5-20 pl de la solució d'ADN.
-S'incuba la solució a 4 °C durant 30 min.

-Es sotmeten les cél.lules a un xoc térmic: 42 °C, durant 1,5 min i 4 °C, durant 2 min.

-A continuació, s'afegeixen 800pl del medi SOC i s'incuba a 30-37 °C durant 1-2 hores (Expressió

fenotípica).
-Es recuden les cél.lules per centrifugació. S elimina el sobrenedant i es resupén el sediment amb 100 pl

del medi TSB. Es sembra en plaques de medi sólid suplementades amb els agents de selecció adequats.

Taula 8.8 Composició de les solucions utilitzades per al protocol de transformació per cél.lules

supercompetents.

TFB-K-MES: lOOmM KC1; 45 mM MnCl2.4H20; 10 mN CaCl2.2H20; 3 mM HacCoCl; 10 mM K-MES.

S'esterilitza per filtrado.
K-MES: 0,5 M MES (pH=6,3, ajustat amb KOH)
DMSO-DTT: 50% DMSO; 50% solució DTT.

Solució DTT: 3,3 g. DTT; 7ml FI20; 100 mi acetat potásic 1M (pFI=7,5)
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8.13.2 Transformado per elctroporadó

Aquest métode de transformació es va utilitzar per Serratia marcescens i per

Salmonella entérica i també per aquells casos en qué Escherichia coli es mostrava poc

eficient a la transformació peí métode descrit anteriorment. Aquest métode es basa en

l'aplicació de de camps eléctrics intensos en curts intérvals de temps. El protocol que es

va seguir va ser el següent:

-A partir d'un cultiu de la soca crecut durant tota la nit en el medi LB- Luria, es realitza un subcultiu en el
mateix medi. S'incuba a la temperatura óptima de creixement fms arribar a una DO a 600 nm de 0,5-0,8.

-Es deixa a 4 °C durant 15 min per aturar el creixement. El material que s'utilitzi a partir d'aquest moment

ha d'estar a una temperatura de 0-4 °C (l'aigua bidestil.lada, els tubs, les cubetes d'electroporació, etc.).
-Es recullen les cél.lules per centrifugació. S'elimina el sobrenedant i es resupenen les cél.lules amb 5 mi

d'aigua bidestil.lada estéril.
-Es repeteixen els cicles successius de centrifugació i resuspensió amb volums decreixents d'aigua
bidestil.lada.

-Acabats els rentats, es posa en contacte la solució d'ADN (que ha d'estar lliure de sais) amb les cél.lules.
El volum de suspensió bacteriana sol ser de 40 p.1 i la solució d'ADN está entre 5-20 jal. Per

l'electroporació, es va utilitzar l'aparell BTX Electro Cell Manipulator 600, amb cubetes BTX de 2mm.
Es va ajustar l'aparell a 2,5 kV, 25 jaF de capacitancia i 18 Ohms de resisténcia. En aqüestes condicions,

s'obté un camp amb una intensitat propera ais 12 kV/cm, amb una constant de pols de 6-8,5 segons.

-A continuació, les cél.lules es recuperen de la cubeta d'electroporació amb 1 mi de SOC o TSB i es

sotmeten a un periode d'expressió fenotípica a 37 °C durant 1-2 hores.

-Finalment, es sembren en plaques suplementades amb els antibiótics adequats realitzant diverses
dilucions.

8.13.3 Conjugado

El procés de conjugació es va utilitzar per obtenir mutants per transposició amb el

transposó mini-Tn5::Kml seguint el métode descrit per De Lorenzo (De Lorenzo et al,

1990). L'obtenció deis mutants es va realitzar per conjugació entre la soca portadora del

transposó (E. coli SM10(A,/?yr) mini-Tn5::Kml) i la soca receptora de la qual volíem
obtenir mutants. La selecció deis mutants es va realitzar per antibiótics.
El procediment que es va seguir per la conjugació va ser el següent:
-Es fa créixer la soca donadora i receptora en medi sólid.
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-Al dia següent s'agafen de 5-10 colónies de cada soca i es resuspenen amb 300 pl de LB sense

antibiótic.

-Es barregen les dues soques (la donadora i la receptora) en diferents proporcions en una placa de LB
sense antibiótics. En el nostre cas:

-S'agafen 200 pl de la soca donadora i 200 pl de la soca receptora i es posen en contacte en una placa de
LB sense antibiótic.

-Es mantenen les plaques a Temperatura ambient durant 10 min.
-S'incuben les plaques a 30 °C durant 8 hores.
-Es recull el creixement amb la quantitat necessária de LB.
-Es plaqueja en plaques de TSA suplementades amb Km i 1 'antibiótic que porta el plásmid en qué volíem

incorporar el tranposó. Addicionalment es realitzen els Controls adequats: tant la soca receptora com la
soca donadora es sembren en els mateixos medís com a Controls negatius. Es realitzen diverses dilucions i
s' incuben les plaques a 37°C durant 12-24 hores.
-L'ADN de les colónies transformants s' extreu i es transfoma a les soca d’E. co/i NM554.

Les colónies obtingudes de la transformació es van analitzar a través d'extracció del

plásmid a petita escala i es va comprovar per análisi de restricció i per seqüenciació la

presencia del transposó.

9 MÉTODES D ANÁLISI DE LA MOLÉCULA DEL

LPS

9.1 Métodes d rextracció del LPS

Els métodes seguits per extreure LPS van variar en funció del tipus de LPS a extreure:

si es tractava de LPS de tipus R (métode del PCP) o bé si es tractava de LPS amb

antigen (S) (métode fenol-aigua). En la Figura 10 es mostren els passos que es duen a

terme des de l'extracció de LPS fíns a 1 análisi química.

9.1.1 Extracció per a LPS de tipus S (fenol-aigua)
Aquest métode va ser el primer que es va posar a punt per a l'extracció de LPS. Va ser

descrit per Whesphal, Lüderitz i Bister l'any 1952. Aquest métode es basa en l'extracció
del LPS usant fenol i aigua a temperatures elevades. En aqüestes condicions, el LPS
s'extreu en la fase aquosa, tot i que en alguns casos pot dissoldre's en el fenol (en
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alguns LPS de tipus R). Després de l'extracció es duu a terme diversos passos de

purificació per ultracentrifugació. Els passos que es duen a tenue són els següents:

Deshidratació de les cél.lules

La deshidratació de les cél.lules es va dur a terme després del creixement cel.lular.

(Normalment es va dur a terme un creixement de 301 en un bioreactor a 37°C durant 8

hores i amb un p02 inicial del 100%).
En primer lloc, es duen a terme tres rentats amb una barreja de cloroform i metanol

(1:1). En cada pas la barreja de cél.lules i el dissolvent s'ha d'homogenitzar usant un

homogenitzador i a continuació es centrifuga a baixa velocitat per recollir el sediment
cel.lular. El segon rentat s' efectúa amb etanol. Abans de centrifugar es deixa amb
etanol durant tota la nit. A continuació es duen a terme dos rentats amb acetona i un

rentat amb dietiléter. En aquest últim pas no es centrifuga sino que es deixa secant-se

tota la nit.

Extracció amb fenol i aigua

Per 13g de cél.lules s'utilitza un volum de 50 mi d'aigua bidestil.lada i 50 mi de fenol al
90%.

- La barreja s'homogenitza durant un cert temps manualment.
-A continuació s'incuba en un bany a 68°C durant 20 min i agitant manualment cada 5 minuts.
-La barreja es deixa refredar en gel durant uns minuts i a continuació es centrifuga a 4000 rpm durant 30
minuts a 0°C.

-Es recull la fase aquosa i es guarda. S'extreu novament la fase fenol amb el mateix volum d'aigua.
S'incuba a 68°C, es deixa refredar i es centrifuga. En total, es duu a terme l'extracció de la fase de fenol 3

vegades.
-Finalment es recullen els sobrenadants i es dialitzen en front d'aigua bidestil.lada durant 48 hores a 4°C

realitzant canvis freqüents. La diálisi té com a objectiu eliminar les restes de fenol presents a la fase

aquosa.

-La fase aquosa es liofilitza.

Purificació per ultracentrifugació
Amb el residu sec es prepara una suspensió d'aproximadament 50mg/ml en aigua. A
continuació es duen a terme 3 passos de centrifugació de 4h a 45000rpm. Es recull el
sediment i també es guarden els diferents sobrenadants i es liofílitzen.
Finalment es comprova cada fracció per electroforesi SDS-PAGE.
Rendiment

El rendiment que se sol obtenir usant aquest métode está al voltant de 3%.
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9.1.2 Extraccióper a LPS de tipus R (PCP)

Aquest métode va ser posat a punt per Galanos, Lüderitz i Westphal 1 'any 1969. Aquest
métode s'utilitza per les extraccions de LPS de tipus R ja que en molts casos l'extracció

peí métode clássic (fenol-aigua) de les formes R donava rendiments molts baixos. El
LPS de tipus R ( en teñir una proporció molt gran de lípid A ) és bastant hidrofóbic i

podia romandre en la fase fenol en l'extracció peí métode clássic.
En aquest métode es duu a terme primer la deshidratació de les cél.lules i posteriorment
es duu a terme el tractament amb el reactiu PCP i la precipitació del LPS. A diferéncia
del métode d extracció amb fenol i aigua, aquest métode permet extreure el LPS sense

necessitat de dur a terme els passos de purifícació per ultracentrifugació. Els passos que

es van dur a terme van ser els següents:

Deshidratació de les cél.lules

La deshidratació de les cél.lules es va dur a terme després del creixement cel.lular. (A

partir de 30 1 de cultiu o bé a partir de cultius més petits -5 1-).
En primer lloc, es duen a terme tres rentats amb una barreja de cloroform i metanol

(1:1). En cada pas la barreja de cél.lules i el dissolvent s'ha d'homogenitzar usant un

homogenitzador i a continuació es centrifuga a baixa velocitat per recollir el sediment
cel.lular. El segon rentat s' efectúa amb etanol. Abans de centrifugar es deixa amb
etanol durant tota la nit. A continuació es duen a terme dos rentats amb acetona i un

rentat amb dietileter. En aquest últim pas no es centrifuga sino que es deixa secant-se

tota la nit.

Extracció amb PCP

En primer lloc es prepara el reactiu del PCP. Les proporcions que s'utilitzen en el cas

del PCP1 són les següents:
-fenol al 90%-2

-cloroform-5

-éter de petroli (40-60)-8

En primer lloc s'afegeix el fenol, després l'éter i finalment el cloroform amb agitació
constat. Per tal d'aconseguir la dissolució total, s'afegeix fenol sólid.
A continuació s'afegeix el reactiu del PCP (300-400 mi per 50g de cél.lules

deshidratades). S'homogenitza la suspensió amb un homogenitzador durant 30 segons i
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s'agita durant una hora amb un agitador magnétic. Es centrifuga a 4000 rpm durant 10
minuts i es filtra el sobrenadant.

El sobrenadant s'evapora al rotavapor per tal d'eliminar les restes de cloroform

(s'evapora fins que no s'observa la presencia de condensació en el matrau).
Es repeteix l'extracció amb les cél.lules, es filtra el sobrenadant i s'evapora. Els dos
sobrenadants no es combinen fins després de la precipitació.

Precipitad ó
La precipitació es duu a terme en tubs de vidre de 30 mi. S'hi afegeix el contingut deis
sobrenadants i s'afegeix un gota d'aigua bidestil.lada i s'observa la formado de cristalls
de fenol. S'afegeix més aigua gota a gota i s'observa la precipitació del LPS. Es

important no afegir un excés d'aigua perqué sino es formen dues fases (aigua i fenol) i
el LPS no queda en el fons del tub després de la centrifugació.
A continuació es centrifuga a 3000 rpm durant 10 minuts i s'elimina el sobrenadant.
Rentats

El sediment, que conté el LPS, es renta amb fenol al 80% tres vegades. Cada vegada

s'homogenitza amb espátula i es centrifuga a 3000 rpm durant 10 minuts.
A continuació es duen a terme 3 rentats amb acetona i un rentat final amb acetona pura.

Es deixa secar a 37°C durant una estona o bé a la campana d'extracció durant tota la nit.
Rendiment

Els rendiments que se solen obtenir mitjanpant aquest métode están al voltant del 3%.

9.1.3 Extracció de LPS a partir de membranes totals

Aquest métode va ser l'utilitzat en primer terme per a l'extracció d'LPS. S'obtingueren,

pero, rendiments forfa baixos i s'observa que les mostres d'LPS contenien impureses
d'ácids nucleics i de proteines. Aquests métode es basa en l'extracció d'LPS a partir de
l'emboltura cel.lular a través d'un tractament amb fenol al 45% i precipitació de la fase

aquosa amb CfMg.
Obtenció de membranes totals:

-Partir d'un cultiu de 21 de la soca bacteriana de la qual es vol obtenir LPS.

-Centrifugar a 8000rpm durant 15 minuts a 4°C.

-Resuspendre en 125-150ml del tampó Tris-NaCl fred.
-Sonicar o passar la suspensió bacteriana per la French Press (FrenchR Pressure
cell Press SLM AMUSCO) dues vegades.
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-Centrifugar a baixa velocitat (6000 rpm) durant 15 minuts a 4°C
Recollir el sobrenedant.

-Centrifugar el sobrenedant durant 2 hores a 20000 rpm a 4°C. Es recull el

pellet que conté les membranes totals.

Extracció de LPS:

-Afegir 20 mi d'aigua desionitzada a les membranes totals i 1.28 volums de fenol al 80% per cada mi
d'aigua.
-Incubar a 70°C durant lOminuts amb agitació.

-Repartir en tubs de vidre i deixar en gel durant 3-4minuts.

-Centrifugar a 10500 rpm durant 15 minuts a 4°C.

-Agafar la fase aquosa (superior) i guardar-la.
-Mesurar el volum de fase fenol (inferior) i afegir-li la mateixa quantitat d'aigua
desionitzada (1:1), incubar la barreja a 70°C durant 10 minuts amb agitació.

-Repartir en tubs de vidre i deixar-los en gel durant 3-4 minuts.

-Centrifugar a 10500 rpm durant 15 minuts a 4°C.
-Recollir la fase aquosa i reunir-la amb l'anterior.
-Dialitzar la fase aquosa a 4°C davant d'aigua desionitzada durant 24 hores realitzant diversos canvis.

Precipitació de ELPS:
-Treure el contingut deis tubs de diálisi i medir-lo en una proveta.

-Afegir la proporció adequada de Cl2Mg 1M (2.5 mi de Cl2Mg per cada 100 mi de fase aquosa) i es deixa
20 minuts en gel.

-Centrifugar a 17000 rpm durant 20 minuts en tubs no opacs.

-Resuspendre en 5ml de 0.01M d'EDTA pH=7.5.
-Dialitzar davant d'un litre d'EDTA 0.01M pH=7.5 a 4°C durant 24 hores. Realitzar diversos canvis.
-Dialitzar davant d'aigua desionitzada durant 24 hores amb 2-3 canvis.

-Congelar i liofilitzar.

9.2 Purificado del LPS
Una vegada obtingut el LPS extret es va determinar la preséncia d'ácids nucleics i de

proteines com a contaminants. La preséncia d'ácids nucleics es va determinar mesurant

l'absorbáncia a 260nm. Per a la determinació de proteines es va determinar mesurant

l'absorbáncia a 280 nm o bé es va seguir el procediment segons Bradford. Es va fer, en

primer lloc, una recta de regressió utilitzant la proteina BSA en tampó PBS pH=7.2. Les

mostres a determinar contenien 20, 25 i 30 pl duna solució de LPS 5mg/ml. Aquests

volums es van portar a un volum final de lOOpl . Com a blancs es van utilitzar lOOjul

del tampó PBS pH=7.2. Es va afegir a cada tub 5ml del reactiu de Bradford (Bio-RadR
Protein Assay) -préviament dilult i filtrat, es va agitar i es va mesurar a 595nm.
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Si la concentració d'ácids nucleics i de proteines és elevada es duen a terme passos de

purificació íiiitjangant tractaments amb DNAasa, RNAasa i Proteinasa K. En primer lloc
es va realitzar el tractament amb DNAasa i RNAasa en una solució de LPS de 5mg/ml i

amb una concentració de cada enzim de 5mg/mL. Es va deixar incubar a 37°C durant 15

min. A continuació es va incubar amb una concentració de Proteinasa K a una

concentració de lpg/ml durant 12 hores a 50-55°C.

9.3 Métodes d'analisi colorimétrica del LPS

9.3.1 Determinado de Kdo

Es va utilitzar un métode posat a punt per Karkhanis et al. (1978 ) que constiueix una

alternativa al métode tradicional estabert per Weissbach i Hurwitch i modifícat per

Osborne. En aquest métode antic la mostra que contenia LPS s'hidrolitzava amb ELSO4
0.02 N a 100°C durant 20 minuts. Després es tractava amb HIO4 i NaAs04. L'ácid

formilpirúvic format en aquesta reacció reaccionava amb l'ácid tiobarbitúric (TBA)

generant un cromófor de color vermell amb una absorció máxima a 548 nm. Aquest

métode, pero, comporta una série de desavantatges com per exemple Laparició de
terbolesa quan la barreja es deixa a temperatura ambient i en escalfar part del cromófor
es pot descomposar. El métode segons Karkahanis consta deis passos següents:

Hidrólisi

-S'afegeixen 50pl de HC1 2M a 50pl d una solució estándard lOmM de Kdo. S'afegeixen 50|_l1 de HC1
2M a 50pl d'una solució d'LPS 5mg/ml. Els dos tubs es tanquen herméticament per fiisió i s'escalfen
100°C durant 2 hores.

-Es preparen parells de tubs amb 1, 2, 3, 4 i 5 ul de la solució estándard per fer la recta patró. Es fan servir
tres tubs per fer el blanc. Els tubs amb les mostres d'LPS s obren i es centrifuga el contingut fins obtenir
un sobrenadant ciar. Es transfereixen 5, 10 i 15 pl del sobrenadant a tubs nous.

-S'afegeixen 250 pl d'aigua destil.lada a tots els tubs.

Reacció colorimétrica

-S'afegeixen 125 pl d'ácid periódic (H5I06) en 0.125N d'ácid sulfúric. Es deixa a 20-22°C durant 30

minuts.

-S'afegeixen 125 pl de NaAs02 0.2M en 0.5M de HC1 i 250pl d una solució d'ácid tiobarbitúric acabada

de preparar a 0-4°C.
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-S escalfen els tubs a 100°C durant 15 minuts i en calent s'afegeixen 500pl de dimetilsulfóxid (DMSO).

Les solucions es van mesurar usant un espectrofotómetre a 549 nm.

9.3.2 Determinado de glucosamina amb el carboni anoméric lliure
En aquest procés es detecten només els residus de GlcA7 amb el carboni anoméric lliure

(White, 1983). En aquest protocol no es duu a terme un pas d'hidrólisi.

-Es preparen parells de tubs amb 5, 10 i 15 pl d una solució d'LPS 5mg/ml.

-Paral.lelament, es preparen parells de tubs amb 2, 4, 6, 8 i 10 pl d'una solució de GlcAt 5mM per fer la
recta patró i tres tubs per fer el blanc.

-S'afegeixen 50pl d'aigua destil.lada a tots els tubs.
-Es deixa en un dessecador amb buit durant 1 hora.

-S'afegeixen 60pl dde la següent solució: lOpl de bicarbonat sódic + 40pl d'aigua destil.lada + IOjal

d'anhídrid acétic al 5% acabat de preparar en un bany de gel) i es deixa a 20-22°C durant 10 minuts.
-A continuació s'escalfen els tubs a 100°C durant 3 minuts.

Es deixen refredar els tubs i s'afegeixen 700pl del reactiu de Morgan-Elson ( 2parts de MER-16g de
dimetilaminbenzaldehid + 95 mi d'ácid acétic + 5ml d'HCl concentrat- + 5 parts d'ácid acétic). ES posen

els tubs en un bany a 37°C durant 20 minuts. Es mesura en un espectofotómetre a 585 nm.

9.3.3 Determinado de glucosamina total

Es va seguir el procediment d'Elson-Morgan modificat per White i Wass (1983).

Aquest métode es va utilitzar per detectar el contingut total de GIcjV en la mostra.

-A lOOpl d una solució d'LPS 5 mg/ml s'hi afegeixen lOOpl d una solució d'HCl 8N. Els tubs es tanquen

herméticament i es posen a 100°C durant 12 hores.
-S'obren els tubs i es col.loca el contingut en tubs de centrífuga de 1.5 mi i es centrifuga fins obtenir un

sobrenadant ciar.

-Es pipetegen 5, 10 i 15 pl d'aquest sobrenadant en nous tubs. Paral.lelament, es preparen parells de tubs
amb 2, 4, 6, 8 i 10 pl d'una solució de GlcA 5mM per fer la recta patró i tres tubs per fer el blanc.

-S'afegeixen 50pl d'aigua deshijada a tots els tubs

-Es deixa en un dessecador amb buit durant 3-4 hores.

-S'afegeixen 50pl d'aigua destil.lada a tots els tubs i es repeteix l'operació anterior 3 vegades.

-S'afegeixen 60pl de la següent solució: lOpl de bicarbonat sódic saturat + 40pl d'aigua deshijada +

lOpl d'anhídrid acétic al 5% acabat de preparar en un bany de gel) i es deixa a 20-22°C durant 10 minuts.
-Les solucions es s'escalfen a 100°C durant 3minuts i es deixen refredar.

-S'afegeixen 50pl de borat sódic al 5% i s'escalfen els tubs a 100°C durant 7 minuts.
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-Es deixen refredar les solucions i s'afegeixen 700pl del reactiu de Morgan-Elson ( 2parts de MER-16g

de dimetilaminbenzaldehid + 95 mi d'ácid acétic + 5ml d'HCl concentrat- + 5 parts d'ácid acétic). Es

posen els tubs en un bany a 37°C durant 20 minuts. Es mesura en un espectofotómetre a 585 nm.

9.3.4 Determinado defosfat total

La determinado de fosfat es va dur a terme segons Lowry et al. (1954).

-Es preparen parells de tubs amb 2, 4 i 8 pl duna solució d'LPS 5 mg/ml.

-Paral.lelament, es preparen parells de tubs amb 2, 4, 6, 8 i 10 pl de Na2HP04 5mM per a la recta patró i
tres tubs per fer el blanc.

-S'afegeixen 50ul d'aigua destil.lada a cada tub.
-Es deixa en un dessecador amb buit durant 12 hores.

-S'afegeix 500pl de l'agent alliberador del fosfat (62.7 mi H20 + 30.6 mi H2S04conc+6.7 mi

70%HC104) i s'escalfen els tubs a 100°C durant una hora i a continuació s'escalfen a 165°C durant 2
hores.

-Es deixen refredar els tubs i s'afegeix 1 mi de reactiu de color (1.0 mi de acetat sódic 1M + 1.0 mi d una

solució de molibdat amónic + 7.0 mi d'aigua destil.lada + 1 mi d'ácid ascórbic al 10 % acabat de preparar

a 0°C)
-Els tubs es deixen durant 90 minuts en un bany a 37°C. Les solucions es mesuren a 1'espectofotómetre a

820 nm.

9.3.5 Determinado de fosfat inorganic
Aquest métode permet determinar el fosfat lliure, present en la mostra, que no forma

part del LPS. Es detecta la presencia de grups fosfat lliures, generáis durant l'extracció

que poden provenir d'altres constituents cel.lulars.

-Es preparen parells de tubs amb 10, 20 i 30 pl d una solució d'LPS 5mg/ml.

-Paral, lelament, es preparen parells de tubs amb 2, 4, 6, 8 i 10 pl de Na2HP04 5mM i tres tubs per fer la
recta patró.

-S'afegeix aigua destil.lada a cada tub fins obtenir un volum final de 100 pl S'afegeix en 900 pl del

següent reactiu: 5.4ml de H2S04 1.3N preparat en fred +0.6ml d'una solució de molibdat amónic 2.5%+ 3
mi d'ácid ascórbic al 10% acabat de preparar. Es posen els tubs en un bany a 37°C durant 30 minuts.
-Es mesuren les solucions en un espectrofotómetre a 820nm.
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9.4 Métodes de degradado del LPS

9.4.1 Hidrolisi amb acid acétic

La hidrolisi amb acétic acétic al 1 % trenca els enllagos entre la Glc.V i el Kdo i entre

dues molécules de Kdo. Habitualment, aquesta hidrolisi es duu a terme en els casos en

qué la hidrazinolisi no és possible (per la preséncia d'ácids urónics, etc.). Després

d'aquest tractament, el producte hidrolitzat es pot separar en una columna G-50 podent
així separar les fraccions corresponents al nucli i al nucli més antigen O.

-A partir d una mostra de LPS, s'afegeix un determinat volum d'ácid acétic al 1% fins obtenir una

concentració final de lOmg LPS/ml.
-Les mostres s'incuben a 100°C durant aproximadament lhora i mitja (fins observar la formació del

precipitat) amb agitació constant.

-A continuació, es centrifuguen les mostres a baixa velocitat i el sobrenadant es centrifuga a lOO.OOOg

durant 4 hores.

-Es recull el sobrenadant i es liofilitza.

9.4.2 Hidrazinolisi

La hidrazina provoca una des-O-acilació deis ácids grassos units per enllaq ester. Es va

dur a terme aquest procediment tal com el va descriure Haishima (1992). La hidrazina
constitueix un potent nucleófíl capag d'atacar el carboni del grup ester trencant, per tant,

les unions entre els ácids grassos i els residus de GlcA. La hidrazinolisi constitueix el
métode d'elecció per estudiar la fracció polisacarídica del LPS. Ara bé, está totalment
desaconsellat si es sospita de la preséncia d'ácids urónics ja que després de la
hidrazinolisi s utilitzen condicions básiques per hidrolitzar els enllaqos amida que

provoquen un procés de P-eliminació de l'H situat al costat del grup carboxil de 1 acid
urónic. La P-eliminació provoca la ruptura de Loligosacárid.

-A partir de la mostra de LPS completament seca, s'afegeix, en gel, un volum d'hidrazina anhidre

(KodakR,USA) fins aconseguir una concentració final aproximada de lmg/ml. Després de sonicar,
s'incuben les mostres a 37°C durant 30 minuts. Durant aquest temps es pot sonicar les mostres diverses

vegades.
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-En gel, s'afegeix el contingut de les mostres a un tub de centrífuga (que contingui 10 vegades el volum
de la mostra en acetona) en gel i gota a gota.

-Es deixa en gel durant 30 minuts per afavorir la precipitació del LPS des-O-acilat.
-Es centrifuga a una velocitat d'unes 3000rpm durant 30 minuts. S'elimina el sobrenadant i es renta de
nou el péllet amb acetona. Es poden dur a terme uns 3 rentats amb acetona.

-Finalment, es recull el péllet amb acetona i s'evapora el dissolvent en un dessecador o en el Speed vac.

9.4.3 Tractament amb HF (Eliminado de grups fosfat)

El tractament amb HF al 48% elimina els fosfats presents en la molécula de LPS.

Aquest procediment es va dur a terme a petita i a gran escala.
-Es prepara un tub de plástic amb la mostra de LPS completament seca i s'hi afegeix HF al 48% (MerckR)
en gel fms a una concentració final de 50mg/ml. A continuació es deixa incubant durant 48 hores a 4°C

amb agitació.
-Es neutralitzen les mostres amb NaOH al 50% amb agitació i en gel.
-Es dialitzen les mostres ffont a aigua bidestil.lada.
-Per comprovar que els fosfats han estat hidrolitzats, es pot dur a terme la determinació colorimétrica del
fosfat total i del fosfat inorgánic.

9.5 Cromatografía per gel-filtració

Es va utilitzar la Cromatografía de gel-filtració per purificar mostres de LPS, en alguns
casos per separar diferents fraccions de polisacárid i altres casos per eliminar
contaminants com ara sais.

9.5.1 Columna de Sephadex G-50

Es va utilitzar aquesta columna per separar les diferents fraccions provinents de la
hidrólisi amb acétic. En aquesta columna és possible separar la fracció corresponent al

polisacárid de Lantigen O, els oligosacárids corresponents al nucli i una fracció

corresponent a monosacárids.
El volum mort de la columna és de 50 mi i es va utilitzar com eluent una solució

d'acetat de piridina 0.05M. Les mostres es van correr a un fluxe de lml/min. Es va

utilitzar com a detector un refractómetre. Les fraccions positives es van confirmar a

través de cromatografía en capa fina.
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Es va utilitzar aquesta columna per eliminar les sais contaminants de les mostres de

LPS, normalment després d'una cromatografía d'intercanvi iónic. El volum mort de la
columna va ser de 33 mi. L'eluent que es va utilitzar va ser acetat de piridina 0.05M i el
fluxe va ser de lml/min. Es va utilitzar un refractómetre com a detector. Les fraccions

positives es van resoldre a través de cromatografía en capa fina.9.5.3Columna de Superdex 75
Es va utilitzar aquesta columna per purificar LPS del tipus R, després de la hidrólisi
amb acétic, en lloc de la columna G-50. Es va utilitzar com a eluent acetat de piridina
0.05M i un fluxe de lml/min. El seguiment de les fraccions positives es va dur a terme

per reacció colorimétrica del Kdo.9.5.4Columna de BIO-Gel P-4

Aquesta columna es va utilitzar per tal de separar els diferents oligosacárids provinents
de la hidrólisi amb acétic i després de ser purificáis en una columna de Superdex 75. Es
va utilitzar com a eluent ácid acétic 0.1M i un fluxe de 0.5ml/min. El seguiment es va

dur a terme per reacció colorimétrica del Kdo.

9.6 Cromatografía en capa-fina

Es va utilitzar aquesta técnica per tal de fer un screening de les fraccions positives

provinents de les columnes anteriors.Es va utilitzar com a matriu TLC aluminium

sheets, Silica gel 60, MerckR Es va aplicar un volum de mostra de 9pl, es van

summergir les mostres en ácid sulfúric al 10% en etanol i es van escalfar a 100°C.

De la mateixa manera, es va utilitzar la mateixa técnica per determinar quantitativament
els monosacárids presents en una mostra de LPS.
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Figura 10. Esquema deis passos seguits per a l'análisi de la part polisacarídica de la molécula de EPS.
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En aquest cas, es va dur a tenne la hidrólisi a 100°C durant 4 hores. Es va partir de 200

pg de mostra ais quals es va afegir lml de HC1 1M. A continuació es va evaporar el

contingut al rotavapor i es va rentar dues vegades amb aigua bidestil.lada.
Les mostres es van correr sota una atmosfera saturada en acetonitril i aigua (80:15). La

sembra de les mostres es va efectuar en plaques de Silica gel 60 (MerckR) junt amb els
estandards tractats préviament de la mateixa manera que les mostres. Els estandards
usats van ser: Glc, Gal, Man, GalA, GlcA i ManA.

Les mostres es van correr dues vegades amb un periode de secat intermig.
A continuació es va dur a terme la tinció usant H2SO4 al 10% en etanol i orcinol a una

concentració de lmg/ml. Finalment,es va escalfar a 150°C.

9.7 Cromatografía d'intercanvi ionic (DEAE)

Es van utilitzar dos tipus diferents de matrius: DEAE TSK 650m (MerckR) o bé DEAE

Sepharose CL 6B (Pharmacia11). En els dos casos es va utilitzar una columna d'un
volum de 40 mi. L'eluent usat va ser aigua i concentracions creixents de NaCl (0.1, 0.2,

0.3, 0.4, 0.5M). Es va utilitzar aquesta columna per separar polisacárids neutres de

polisacárids acídics.

9.8 Cromatografía d'intercanvi ionic d'alta resolució

(HPAEC)

El 1959, Frahn i Mills van posar de manifest que els grups hidroxils deis carbohidrats es

poden ionitzar en condicions alcalines fortes. Aquest fet es va utilitzar per separar

carbohidrats a través de cromatografía d'intercani ionic a partir del 1962.
Abans que els sistema d'HPAEC es posés a punt, es duia a terme cromatografía líquida

per separar carbohidrats utilitzant matrius de silica o columnes d'intercanvi catiónic

acoplades a detecció per índex de refracció o UV. Aquests sistemes presentaven molts

inconvenients, com ara la baixa sensibilitat i resolució o la necessitat de derivatització.

La posada en funcionament de 1'HPAEC va permetre una separació efíca? deis sucres.

Acoplada a un detector amperométric de pulsació (PAD), permet la quantificació directa
de carbohidrats no-derivatitzats a nivells de picomols. La separació d'oligosacárids i

glicopéptids amb diferencies estructuráis mínimes és possible.
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En HPAEC, s'utilitzen solucions básiques fortes com a eluents, normalment NaOH, tot i

que també es pot dur a tenne en condicions neutres. En els dos casos, s'utilitza un

gradent d'acetat sódic. En condicions básiques, els grups hidroxils deis carbohidrats es

converteixen en oxianions. Per tant, és possible cromatografiar-los com a anions, sense

necessitat de derivatització.

Existeixen petites diferencies en el pKA deis diferents grups presents en els
carbohidrats. Aqüestes diferencies repercuteixen en la interacció de l'oxoanió amb la
resina de la columna d'intercanvi i, per tant, aixó es veu reflectit en temps de retenció
diferents. El pKA per cada grup hidroxil está inflult per l'entom. Així, el grup hidroxil
anoméric és més acídic que la resta. En oligo i polisacárids, les posicions de 1 enllaq
influeixen també en els temps de retenció.
Donat que HPAEC es duu a terme sovint en condicions alcalines, el métode de detecció
ha ser compatible amb les condicions alcalines. El detector PAD, amb un electro d'or,

compleix aquesta condició. Si l'eluent és básic (més de 0.1M NaOH) el detector pot

funcionar sense bases adicionáis. Ara bé, si l'eluent és neutre llavors s'ha d'usar una

postcolumna en condicions alcalines. Cal teñir en compte, que les condicions alcalines
són imcompatibles amb algún tipus de sucre. És el cas deis ácids urónics, per exemple
l 'ácid galacturónic. En condicions básiques experimenten una P-eliminació i per tant la
molécula d'oligosacárid es trenca. També cal anar amb compte amb els residus de Kdo.
La detecció amperométrica normal no és útil per la detecció de carbohidrats perqué es

produeix una contaminació irreversible de Telectrode deguda ais productes d'oxidació.
En el cas de Tamperímetre de pulsació triple, aquest problema no es dona donat que en

aquest sistema es regenera Telectrode.
Per tal de separar els oligosacárids corresponents a les nostres mostres, es van dur a

terme separacions en condicions neutres i en condicons básiques. En els dos casos, es

van dur a terme cromatografes analítiques (usant 150jug de mostra) (en una columna

CarboPac PA100) i cromatografies preparatives (usant de 20 a 40 mg de mostra) (en
una columna CarboPac PA1). En condicions neutres es va utilitzar un gradent de Acetat
sócid 1 M i en condicions básiques es va utilitzar un gradent d'Acetat sódic 1M en 0,1
M de NaOH.
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9.9 Cromatografía de gasos

Les mostres es van correr previa preparació com a alditol acetats o sucres metilats

(protocols descrits a continuació).
El programa de temperatures usat per Cromatografía de gasos va ser el següent:

150°C durant 5 minuts, 3°C/min fms a 300 °C i 300°C durant 5 minuts.

L'aparell usat va ser un Varían model 3700. Es va utilitzar H2 com a gas portardor a una

pressió de 1,5 bar.
També es va usar l'aparell Hewllet-Packard (model 5890 Serie II ) usant He com a gas

portador i el següent programa de temperatures:
175°C durant 2 minuts, 8°C/min fms a 240°C, 240°C durant 1 minut, 8°C/min fms a 265°C, 265°C durant
12 minuts.

9.9.1 Métode de derivatització de monosacárids a alditol deriváis per a la

determinació de sucres neutres

Es va dur a terme el procediment descrit per Vinogradov (1992) amb algunes
modificacions en la hidrólisi. Aquest métode consisteix, en primer lloc, en una hidrólisi
en condicions ácides per tal d'obtenir monosacárids lliures que, en solució, presenten

l'equilibri entre les formes linials i cícliques. En la forma linial, el grup aldehid pot ser

reduit a grup alcohol mitjanqant NaBH4. Tots els grups hidroxils són acetilats

mitjanqant anídrid acétic en condicions básiques. Els monosacárids permetilats són

volátils i poden ser analitzats mitjanqant cromatografía de gasos.

Hidrólisi

A partir duna solució de 5mg/mL d'LPS s'agafen 100pl i s'hi afegeix 1 mi de HC1 0.1M. Es deixa a

100°C durant 48 hores. La hidrólisi també es pot dur a terme afegint 1 mi de d'ácid trifluoroacétic (TFA)
i deixar la mostra a 100°C durant 4 hores.

Es deixen refredar les mostres i s'afegeix 30pg de l'estándard intern (xilosa). S'evapora al rotavapor.

Extracció deis ácids grassos

S'afegeix lml d'éter al 10% en hexá i es treu. Es repeteix l'extracció i s'evapora al rotavapor.
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Reducció deis grups aldehids a alcohol

S'alcalinitzen les mostres afegint-hi SOOpl d'aigua destil.lada i unes gotes de NaOH 1N fins obtenir un

pH de 8.
A continuació s'afegeix 2mg de NaBH4 en gel.
Es deixa durant 4hores a 20-22°C o bé durant tota la nit a 4°C

Eliminació del NaBEU

S'afegeix HC1 2M gota a gota fins queja no es produeix més efervescéncia i s'evapora al rotavapor.

S'afegeix lml d'ácid acétic 5% en metanol i es barreja al vórtex. Es repeteix l'operació tres vegades.

S'afegeix lml de metanol i es renta dues vegades.

Peracetilació.

S'afegeix 200pL d'anhídrid acétic i s'escalfa a 85°C durant 15 minuts. S'asseca sota corrent deN2j

S'afegeix 200pil de piridina i lOOpl d'anhídrid acétic. Es deixa a 85°C durant 30 minuts. S'asseca sota

corrent de N2.

S'afegeixen unes gotes de CHC13 i es recull la fase orgánica. S'evapora sota corrent de N2 i es resuspén
en 40 pl de CHC13.

9.9.2 Métode de derivatització de monosacárids a alditols deriváis per a

la determinado d'aminosucres

Habitualment, els aminosucres no es detecten utilitzant el métode de derivatització per a

sucres neutres. Els aminosucres requereixen un pas extra per ser N-acetilats. Aquest pas

es duu a tenue abans de la reducció.

Hidrólisi

Es parteix de lOOpl d una solució d'LPS 5mg/ml i s'hi afegeix lml de HC1 4M. Es deixa a 100°C durant
4 hores (o bé 18 si volem eliminar completament els sucres neutres).
A continuació s'afegeix la xilosa com a estándard intern (30pg) i s'evapora.

Es duen a terme 4 rentants amb aigua destil.lada (75pl).

N-Acetilació

S'afegeix 500pl de NaHC03 saturat a 0°C.

S'afegeix 25 pl d'anhídrid acétic a 0°C tres vegades.
Es deixa a temperatura ambient durant 30minuts.
Es neutralitza amb HC1 1M fins a un pH de 7 i s'evapora al rotavapor.
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Carboxireducció

S'afegeix SOOjal d'aigua destil.lada i NaOH fins un pH de 8.

S'afegeix 3mg de NaBH4 i es deixa a temperatura ambient durant 4 hores o bé a 4°C tota la nit.
S'afegeix HC1 2M gota a gota fins que deixa d'haver-hi efervescéncia.
Es fan tres rentats amb SOOpl d' ácid acétic al 5% en metanol i s'evapora cada vegada al rotavapor.

Es fan dos rentats amb 500|il de metanol i s'evapora cada vegada al rotavapor.

Peracetilació

S'afegeixen 200pl d'anhídrid acétic i es deixa a 85°C durant 15 minuts. S'asseca sota un corrent de N2.

S'afegeixen 200ul de piridina i lOOpl d'anhídrid acétic i es deixa durant 30 minuts a 85°C. S'asseca sota

un corrent de N2.

S'afegeix unes gotes de CHC13, es recull la fase clorofórmica i s'asseca sota corrent de N2.

S'afegeixen 40pl de CHC13 abans de la injecció. S'injecten entre 0.5 i 2p.1 de mostra.

9.9.3 Métode de derivatització de monosacarids a alditols deriváis per a

la deíerminació d'acids uronics

Aquest procediment es basa en el mateix principi que el métode per derivatitzar els
sucres neutres. La única diferéncia consisteix a afegir un pas de metanolisi, reacció

específica pels ácids uronics. Habitualment, l'ácid urónic derivatitzat apareix en el

cromatograma en la mateixa posició que el sucre neutre del qual deriva. Per tant, la
mesura de la concentració d'ácid urónic es realitza per diferéncia amb la concentració
del sucre neutre mesurat peí sistema descrit anterionnent. El procediment, descrit per

Süsskind (1998), és el següent:

Metanolisi

A partir duna solució de 5mg/mL d'LPS s'agafen lOOpl, es col.loquen en un tub de vidre i es deixen

secar en un dessecador. Quan la mostra está completament seca s'hi afegeixen 500 p.1 d'una solució de

0,5M de HC1 en metanol. Aleshores, es tanca herméticament el tub de vidre i es deixa 45min a 85 °C.

A continuació, s'evapora el contingut del tub mitjangant un rotavapor.

Carboxireducció

S'afegeix 500pl d'aigua destil.lada i NaOH fins un pH de 8.

S'afegeix 3mg de NaBD4 i es deixa a temperatura ambient durant 4 hores o bé a 4°C tota la nit.

S'afegeix HC1 2M gota a gota fins que deixa d'haver-hi efervescéncia.
Es fan tres rentats amb 500ul d' ácid acétic al 5% en metanol i s'evapora cada vegada al rotavapor.

Es fan dos rentats amb 500pl de metanol i s'evapora cada vegada al rotavapor.
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Hidrólisi

A partir d'aquest pas es procedeix igual que en el métode deis sucres neutres. A la mostra queja tenim hi

afegim una segona mostra de LPS que no ha estat metanolitzat.A partir d'una solució de 5mg/mL d'LPS

s'agafen lOOpl i s'hi afegeix 1 mi de HC1 0.1M. Es deixa a 100°C durant 48 hores.

Es deixen refredar les mostres i s'afegeix 30ug de l'estándard intern (xilosa). S'evapora al rotavapor.

Extracció deis ácids grassos

S'afegeix lml d'éter al 10% en hexá i es treu. Es repeteix l'extracció i s'evapora al rotavapor.

Reducció deis grups aldehids a alcohol
S'alcalinitzen les mostres afegint-hi SOOtil d'aigua destil.lada i unes gotes de NaOH 1N fins obtenir un

pH de 8.

A continuació s'afegeix 2mg de NaBFL) en gel.
Es deixa durant 4hores a 20-22°C o bé durant tota la nit a 4°C

Eliminació del NaBEfí

S'afegeix HC1 2M gota a gota fins que ja no es produeix més efervescencia i s'evapora al rotavapor.

S'afegeix lml d'ácid acétic 5% en metanol i es barreja al vórtex. Es repeteix l'operació tres vegades.

S'afegeix lml de metanol i es renta dues vegades.

Peracetilació.

S'afegeix 200pL d'anhídrid acétic i s'escalfa a 85°C durant 15 minuts. S'asseca sota corrent deN2.

S'afegeix 200|il de piridina i 100pl d'anhídrid acétic. Es deixa a 85°C durant 30 minuts. S'asseca sota

corrent de N2.

S'afegeixen unes gotes de CHC13 i es recull la fase orgánica. S'evapora sota corrent de N2 i es resuspén
en 40 pl de CHC13.

9.10 Cromatografía de gasos acoblada a Espectrometría de
masses (GC-MS)

Es va utilitzar per tal d'identificar amb exactitud els pies observáis per cromatografía de

gasos i per tal de determinar les posicions metilades deis sucres després del procés de

permetilació. També es va usar aquest sistema per determinar la presencia de residus de
Ko i de arabinosamina.

133



Material i Métodes

Les mostres es van correr un aparell Hewlett-Packard model 5989 A amb una columna

capil.lar HP-5. El gradient de temperatura usat va ser de 150 a 320 °C a 5°C/min.

L'espectrometría d'impacte electrónic es va dur a terme a 70 keV i la ionització química
es va dur a terme usant amoniac com a gas reactant.

9.10.1 Análisi per GC-MS de monosacárids metilats i acetilats

parcialment.
Es va seguir el procediment descrit per Holst et al. (1990). Aquest métode, anomenat

permetilació, consisteix en metilar, amb un agent metilant, tots els hidroxils lliures
presents en un oligosacárid. A continuació, s'hidrolitza l'oligosacárid i es derivatitzen
els monosacárids a alditol-derivats. Aquest métode serveix per conéixer les posicions

implicades en els enllaijos (posicions que, en la mostra, apareixeran com a grups

acetils). Els passos que es van seguir es descriuen a continuació:
-A partir de 6-10 mg de mostra completament seca, s'afegeixen 500 pl de DMSO anhidre. S'afegeixen
uns mg de NaOH i es tanca la mostra herméticament.
-Es sotmet a mostra a una corrent de N2 durant 10 minuts.

-S'afegeixen 500 pl de Mel i es deixa a temperatura ambient durant 15 minuts amb agitado. S'afegeixen

300 pl més de Mel i es deixa a temperatura ambient durant 1 hora amb a agitació.
-S'eliminen les restes de Mel sota un corrent de N2.

-A continuació es duu a terme una extracció amb aigua i cloroform per tal d'eliminar el DMSO. S'afegeix
la mateixa quantitat d'aigua que de cloroform i s'agita. A continuació, es recullen les dues fases per

separat. La fase aquosa es renta 3 vegades amb cloroform i la fase clorofórmica es renta tres vegades amb

aigua. Finalment, s'evapora la fase cloroform amb N2.

Aquest procediment enllaqa amb el procediment habitual de preparació deis alditol
derivats (hidrólisi, reducció, etc.)

9.11 Espectrometría de masses

9.11.1 MALDIMS

Les análisis que es van dur a terme per MALDI_MS (Matrix-assited láser desorption
ionization Mas Spectrometry) es van mesurar en un aparell Bruker-Reflex III (Bruker-

Franzen Analytik, Bremen, Alemanya) linearment i amb una configuració del refector
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TOF (time-of-flight) a un voltatge d'acceleració de 20 kV i amb una extracció iónica
retardada.

Els compostos es van dissoldre en aigua destil.lada a una concentració de 20 p.g/p.1. Per

eliminar cations, la mostra (15 pl) es va tractar amb petites quantitats duna resina

d'intercanvi catiónic (Amberlite IR-120, Merck, Darmstadt, Alemanya). 2 pl deis

sobrenadants es van barrejar amb 2 pl de solució de la matriu 0.5M d'ácid 2,5-

dihidroxibenzoic, DHB, (Aldrich, Steinheim, Alemanya) en metanol. Alíquotes de 0.5

pl es van dipositar en una peqa metál.lica i van ser analitzaes immediatament després de
ser secades sota corrent d'aire.

L'espectre en la modalitat TOF es va calibrar internament amb components similars
d'estructura coneguda.

9.11.2 Electrospray (ESI)

Les mostres de LPS purifícades van ser analitzades per Electrospray Mass Spectrometry

(ESI-MS) utilitzant un espectrómetre de masses VG Quattro (Fisons Instruments). Els

espectres es van realitzar en el mode negatiu en una franja de m/z de 200-2200. Les

mostres van ser dissoltes en aigua destil.lada fíns a una concentració final de 1-3 pg/ml i
es van injectar alíquotes de 3 p.1 mitjanqant un injector Rheodyne en un corrent constant

de FEO/acetonitril (1/1, vol/vol) contenint 10% de trietilamina. Un fluxe de 15 pl/min
va ser mantingut durant l'análisi.

9.12 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Els espectres de RMN van ser analitzats en una solució de 0.5ml de 2H20 en un aparell
Bruker AVANCE DPX360 (amb freqüéncies de 360 MHz per 'fi-RMN i 90.6 MHz per

I3C-RMN) o bé en un aparell Bruker AVANCE DRX600 (amb freqüéncies de 600 MHz

per 'H-RMN i 125.77 Mhz per °C-RMN). Les mostres es van mesurar a 27 °C.
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1. OBTENCIÓ DEL CÓSMID RECOMBINANT

COSFGR2

La genoteca d'ADN cromosómic de la soca Serratia marcescens N28b, utilitzant com a

vector el cósmid recombinant Supéreos 1 (Stratagene), es va introduir en E. coli

NM554, sensible a la bacteriocina 28b, i els clons recombinants es van seleccionar en

plaques de TSA suplementades amb Kanamicina (50pg/ml) com a marcador del cósmid

supéreos 1. Els clons obtinguts es van analitzar per determinar la resistencia a la
bacteriocina 28b. Es van identificar un total de 21 clons que presentaven diferents graus

de resistencia front la bacteriocina 28b (Resultáis de la Tesi Doctoral de Joan Francesc

Guasch, 1994). D'aquests clons sen van escollir tres peí seu posterior estudi. La
característica comuna d'aquests tres clons era que presentaven un nivell de resistencia a

la bacteriocina 28b elevat.

L'estudi deis tres clons recombinants va donar lloc a la caracterització genética de la

protema de membrana externa Omp4 (cósmid cosFGR4), (Guasch et al, 1995), a la
caracterització de gens involucráis en la biosíntesi de 1'antigen O (cósmid cosFGR2),

(Rubires et al, 1997), (Saigi et al, 1999) i, en el present treball (publicat en part en

1 article Guasch et al, 1996) a la caracterització de gens involucrats en la biosíntesi del
nueli del LPS.

L'estudi del cósmid cosFGR2 va donar lloc a la seqüenciació del gen kdtA (waaA) a

través del subclon pSKF41. La utilització deis dos vectors va permetre la seqüenciació
duna part important del cluster waa.

1.1 Fenotips conferíts peí cósmid cosFGR2.

La soca NM554 cosFGR2 va presentar un nivell elevat de resisténcia a la bacteriocina
28b (Figura 1.1) i alhora va presentar una alteració de la mobilitat del LPS en gels de
nueli (Figura 1.2).
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Figura 1.1 Corbes de resisténcia a la bacteriocina 28b per a les soques NM554 supéreos 1 i NM554
cosFGR2.

Figura 1.2 Análisi del nueli del LPS mitjanqant gels de nucli-Tricina de les soques NM554 (carril 1) i
NM554 cosFGR2 (carril 2).

mm

1 2
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1.2 Estudi deis sucres neutres per Cromatografía de gasos

presents en el LPS de les soques NM554 supéreos i NM554
cosFGR2.

Per analitzar químicament els LPS corresponents a aqüestes dues soques, es va realitzar
un creixement de les soques a petita escala. Es van fer créixer les soques tota la nit, a

37°C, en un volum de 31. Mitjanpant el procediment d'extracció de Westphal modifícat

per Osborn (Apartat 10.1.3 de Material i Métodes) es van obtenir 7,4 mg de LPS de la
soca NM554 supéreos i 7,0 mg de LPS de la soca NM554 cosFGR2. Es va utilitzar 1

mg de LPS de cada soca per dur a terme el procés d'hidrólisi i derivatització. Les
mostres fináis es van analitzar per Cromatografía de Gasos. L'análisi de les dues

mostres va posar de manifest que el LPS de les dues soques contenia com a sucres

majoritaris Hep i Glc. Es va determinar també per reaccions colorimétriques la
concentració de Kdo. Es va detectar Glc, Hep i Kdo com a únics sucres presents en les
dues mostres de LPS. En el cas del LPS pertanyent a la soca recombinant, es va

observar un increment en la quantitat de Kdo, d'Hep i de Glc respecte al LPS de la soca

control.

1.3 El cosmid cosFGR2 conté una regió homologa a la regió
waa dE. coli

Els plásmids pBA1767, pJK2252 i pCP2089 que contenen regions rfa d’E. coli (Veure

taula 2.1 de Material i métodes) es van digerir amb Sall-EcoRl, Sall-EcoRl i Sali-Sacl

respectivament. A partir del plásmid pBA1767 es va obtenir una banda de 3,4 kb que

contenia el gen waaQ (rfaQ) i una parí del gen waaA (kdtA). A partir del plásmid

pJK2252 es va obtenir una banda de 5,5 kb que contenia la regió waaZKLCF i a partir
del plásmid pCP2089 es va obtenir una banda de 5,0 kb que cotenia els gens

waaGPSBI. Aqüestes bandes es van purificar i marcar amb digoxigenina i es van

utilitzar per dur a tenue experiments d'hibridació amb el plásmid pSKF41, derivat del
cosmid cosFGR2. Els resultáis d'hibridació ens van indicar que en l'insert del plásmid

pSKF41 es trobaven gens homólegs ais gens d’E. coli waaaQ i waaA.
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El fet que el cosFGR2 confereixi resisténcia a la bacteriocina 28b (que utilitza com a

receptors els proteínes OmpA i OmpF i el LPS ), provoqui una alteració en la mobilitat
en gels de nucli i en la composició química del LPS quan s'expressa en E. coli implica

que els gens continguts en cosFGR2 modifiquen el LPS d'E. coli.
Per altra banda, tant a E. coli com a S. entérica la majoria deis gens implicats en la
biosíntesi d'aquesta estructura es troben agrupats en el cluster waa.

Per tant, era raonable suposar que en el cósmid cosFGR2 es trobava, com a mínim, una

part d'aquest cluster de S. marcescens. Aixó va ser confirmat demostrant la preséncia en

el cosFGR2 de gens capaes d'hibridar amb gens homólegs d'E. coli mitjangant la
hibridació Southern.

Aquest resultat ens va conduir a determinar la seqüéncia de nucleótids de la major part

de l'insert del cosFGR2 per tal de descobrir i analitzar els gens del cluster waa de S.
marcescens N28b.
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2. ESTRATÉGIES DE SEQÜENCIACIÓ I ANÁLISI
DE LA SEQÜÉNCIA

2.1 Subclonatge i seqüenciació de l'inserí delplásmidpSKF41

El subclonatge del cósmid cosFGR2 es va dur a terme per digestid del cósmid amb
l'enzim BamRl. Un fragment de 5.6 Kb es va lligar amb el vector pSK digerit amb
Bam HI i defosforilat. El plásmid resultant es va anomenar pSKF41. A través de la
inserció amb el transposó Tnitocl en el plásmid pSKF41 es va realitzar la seqüenciació
del gen waaA (Resultáis de la Tesi Doctoral de Joan Francesc Guasch, 1994) (Guasch et

al, 1996).
A partir de la seqüéncia del gen waaA es va procedir a seqüenciar la zona contigua

d'aquest gen continguda en el plásmid pSKF41 mitjanpant els cebadors F412 i S4M2

(Taula 2.1). Es va dur a terme una seqüenciació progressiva en les dues direccions del

gen waaA. Una vegada es va obtenir un tram de seqüéncia, es van dissenyar nous

cebadors, distáis al punt d'origen. També es van dissenyar cebadors que van permetre la

seqüenciació de la cadena complementária per tal de confirmar la informado obtinguda
i resoldre ambigüetats i compressions.
Els oligonucleótids usats per seqüenciar la resta del inserí contingut en el plásmid

pSKF41 (Taula 2.1) es van obtenir de Pharmacia LKB i van ser dissenyats mitjan9ant el

programa Amplify (University of Wisconsin, 445 Elenry Malí, Madison 53706).
Es van seqüenciar un total de 5.175 pb i, a continuació, es va procedir a Tanálisi de la

seqüéncia.
Es van detectar les possibles pautes de lectura obertes o ORF (Open Reading Framé) i
es van descartar inicialment totes les pautes de menys de 90 pb. Les ORFs considerades

potencialment significatives es van sotmetre a una comparació davant de diferents bañes

de dades de seqüéncies d'ADN o proteines utilitzant el programa BLAST (Altschul et

al., 1990), del EBI Center, UK (http://www.ebi.ac.uk) amb la base de dades Swall.

L'análisi preliminar es va completar amb la localització de regions associables a

promotors “caixes -35 i -10”. En la Taula 2.2 es resumeixen les ORFs caracteritzades a

partir de la seqüenciació del plásmid pSKF41.
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Taula 2.1. Oligonucleótids usats en la seqüenciació del plásmid pSKF41.

SEQÜÉNCIA DEL CEBADORNOM DEL CEBADOR

5’-AAAGTCAGACACCGCCCG-3’F500

5’- TGGAAGTTGAAATTTCTG-3’S4M2

5’-CAAGCCATTCCGATCCCG-3’F413

5’- TTTGCACCACGCCTCTGA-3’F412

5’-AGCGCAGGCAGTCCGGCA-3’S131

5 ’ -CGC AGGCTGTATTTGCAA-3 ’F431

5 ’ -TATGCGACCGGGTGCTGT-3 ’F415

5 ’ - ACAGCGGGTGCTGACCA-3 ’F416

5 ’ -TGGCGCAAGCTGACCGA -3’Univ2

5 ’-CGCCAAAGTCTTCACGCA-3 ’F1540

5 ’-GCATCTGGACAATGTGGA-3 ’F2310

5 ’ -GAGCTGGTACAGAAGGCC-3 ’F980

5 ’-GCGACGAT ATTTCTCCCC-3 ’F417

5 ’-CGATCTGGTGTTCTCC AA-3 ’Univ3

5 ’ -ACATCGGGCAGGAAAGGC-3 ’F440

5 ’ -GCTGGCTTTGATCGGC AC-3 ’Univ4

Taula 2.2 Conjunt d'ORFs caracteritzades a partir de la seqüenciació del plásmid pSKF41.

GRAVA1’POSICIÓ PROTEÍNA CODIFICADA pl%G+CORF

kDaaAA

waaB 508-1608 59,5 366 40,3 9,14 -0,114

1653-2666°waaO 8,97 -0,23955,4 337 38,2

9,53waaA 2802-4069 61,3 425 47,6 -0,055

waaE 4070-4843 61,4 257 29,2 8,82 -0,283

kdtB 4847-5332 60,2 161 17,6 5,55 0,242

a: massa molecular i punt isoeléctric calculat usant el programa ProtParam d'ExPassy.
b: Promig d'hidrofobicitat de la protelna, utilitzant el métode descrit per Kyte i Doolitle (Kyte i Doolitle,

1982).
c: cadena complementária d'ADN.

2.2 L'operó waaA conté tres gens en Serratia marcescens.

A diferencia de l'operó waaA á'E. coli i S. entérica sv. Typhimurium, formáis

únicament pels gens waaA ( waaA i kdtB en E. coli K-12), l'operó waaA en Serratia
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marcescens va resultar contenir tres gens que es van anomenar waaA, waaE

(préviament descrit com a kdtX) i kdtB.
L'análisi de la seqüéncia de la regió “downstream” del gen waaA va permetre

identificar dues ORFs transcrites en la mateixa direcció que el gen waaA. La primera
ORF codificava per a una proteina de 257 residus amb una massa molecular teórica de

29,23 kDa. La segona ORF codificava per a una proteina de 161 residus d'aminoácids
am un pes molecular teóric de 18 kDa. Es va trobar el comenqament duna tercera ORF
transcrita en direcció oposada a les ORFs anteriors.

2.2.1 Característiques del gen waaA
El gen waaA va ser caracteritzat per Guasch (1996 ). La proteina codificada per aquest

gen presenta alts nivells de similitud amb les proteines WaaA de Kebsiella pneumoniae

(83%), E. col i (88%) i Salmonella entérica (79%).
Amb la seqüéncia d'aminoácids de la proteina WaaA es va dur a terme una análisi

filogenética mitjangant el métode parsimónic.

Figura 2.1 Análisi filogenética a partir de les seqüéncies d'aminoácids mitjan9ant el métode parsimónic
utilitzant l algoritme PROTPARS. E. c.=E. coli, S. m.=S. marcescens, H. i. =H. influenzae, C. t.

=Chlamydia trachomatis, C. pn. —Chlamydia pneumoniae, C. ps. =Chlamydia psittaci.

KdlA- E.c.

KdlA-S.ui.

KdlA

KdlA-O.
KülA-í *.//«.

KdlA -C.ps.

2.2.2 Característiques del gen waaE
El péptid de 257 aminoácids codificat per la ORF identificada a continuació del gen

waaA, anomenada com a gen waaE, va presentar un nivell d'identitat d'aminoácids del
34% i un 49% de similitud amb la proteina codificada peí gen IgtF de Neisseria

meningitidis (Kahler, C. M., el al. 1996 ) i un 51% d'identitat i 65% de similitud amb la

proteina HI0653 d' Haemophilus influenzae, descrita com a glicosil transferasa. El gen

waaE també ha estat descrit en Klebsiella pneumoniae (Climent, tesi doc., 2000). Les

proteines WaaE de S. marcescens i de K. pneumoniae presenten alts nivells de similitud
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i identitat (un 81% i un 70%, respectivament) (Figura 2.2). La comparació de clusters
hidrofóbics entre les proteines WaaE de S. marcescens i LgtF de N. meningitidis posa

de manifest la relació entre les dues proteines (Figura 2.3). A més, també va presentar

un nivell d'identitat d'aminoácids del 20% i un 48% de similitud amb la proteina

codificada peí gen kdtB d'Haemophilus influenzae i nivells similars amb la proteina

TsrB de Yersinia enterocolitica (Taula 2.3).
Donat que el gen IgtF correspon a una proteina que transfereix un residu de Glc en

posició P(l-»4) a la Hep I del nucli intem del LOS es pot suggerir que la proteina

WaaE podria correspondre a Lenzim que afegiria una Glc a la Flepl del nucli intem en

Serrada marcescens. A més, el gen waaE també s'ha descrit en K. pneumoniae i en

Proteus mirabilis (Abitiu, tesi doc. en preparació). En aqüestes especies 1'estructura del
nucli del LPS está descrita i presenta, en els dos casos, una Glc unida a 1'HepI del nucli
intem en posició p(l—>4). La funció del gen waaE ha estat objecte d'estudi en la present

tesi doctoral.

Taula 2.3 Proteines similars a la proteina WaaE de S. marcescens.

PROTEINA N° D'AA % %

SIMILITUD IDENTITAT

70WaaE 258 80

K. pneumoniae

HI0653 254 65 51

H. influenzae

LgtF 252 49 34

N. meningitidis

251 56P( 1,4)-glucosil-transferasa

Aquifex aeolicus

33

IcsBA 253 47 35

N. meningitidis

LpsC

Sinorhizobium

305 45 27

meliloti

Glicosil transferasa

Rickettsia prowazekii

47292 27

TrsB 318 53 30

Yersinia enterocolitica

KdtB 156 48 20

H. influenzae
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Figura 2.2 Alineament entre la seqüéncia d'aminoácids corresponent a la protema WaaE de Serratia

marcescens i la de la proteína WaaE de Klebsiella pneumoniae.

MKAFLLAIVRRKYRPDGGAERFVSRALKALEQQDLDLNVITREWQGDANPNWHIHLCNPL 60

MSKFRLALVRQKYRPDGGAERFVSRALEALDSSHLQLNVITREWQGPVKPDWQIHICNPR 60

WaaE Sm

WaaE Kp
* * ** ■ ** ■**************** ■** ■ *■********** ‘*•*•**■***

WaaE Sm

WaaE Kp

KLGRISRERGFAVAARALWQKERFDLVQSHERIPGCDIYRAGDGVHRRWLLQRARLLPEW 120

KWGRISRERGFANAARALWQRESFDLVQSHERIPGCDLYRAGDGVHRRWLQQRSRILPAW 120
* ********** *******•* **************■************ **■*■** *

WaaE Sm

WaaE Kp

RRRWLFSNRYHRYVMCAERAMYAAPELKAVICNAEMIKREIIADFGVPADKITVIYNAID 180

KSRLLFSDRYHRYVMQAEREMYEDSHLRGVICNAEMIKREIIEDFGLPAEKIHVIYNAID 180
*********** *** ** * ■ ************* *** ■** ■** *******

WaaE Sm

WaaE Kp

NQKFPPADEAQRRRLREQYQIPQQAHCLIFVGSGFERKGLAAAIRAVAATDSHLLWGKD 240

NQRELPPDEDTFAALRAKWQLPLQATCLIYVGSGFERKGLAAAIRAIAPTDRYLLWGKD 240
**•* * ** ** ■•*•* ** ***•****************•* ** ■ *******

WaaE Sm

WaaE Kp

KAEKRYRALAQSLGCGDRIHFMGVQKQTLPFYQAADALLLPTLYDPFPNVILEAMSCGLP 300

KDQPRYQALAKSLGCEARVRFFGMQSETLPFYQMADGLLLPTLYDPFPNVILEAMACGLP 300
* ** ■ *** ■**** *■■*■*■* ******* ** ******************■****

WaaE Sm

WaaE Kp

VITSTTCGGAEFITPGQNGFVTDALDVPAITEAIRALPRQALGSSMGEAARLRIMTATPA 360

VITTTGCGGAEFIVDGHNGYVCDALDIPALQQAVMALPPRALGSAEGGHARERIMACTSE 360
***■* ******* *■**•* ****■**■ ■ * ■ *** •****■ * ** ***■ *

WaaE Sm

WaaE Kp

HLSEQLISLYHRLLD 375

RLSTQLLSLYQDLVN 375
■** **■***• * ■ *

^aminoácids idéntics.

1—aminoácids molí similars quant a propietats físico-químiques

.—aminoácids similars quant a propietats físico-químiques
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Figura 2.3 Comparado de l'estructura secundária predita per análisi HCA (Gaboriaud et al., 1987) entre
la proteína WaaE de S. marcescens i LgtF de N. meningitidis.

WaaE Serrada marcescens

LgtF Neisseria meningitidis

2.2.3 Característiques del gen kdtB

L'ORF situada a continuació del gen kdtA o waaA contenia 483pb i codifícava per a una

proteina de 161 aminoácids que presentava alts nivells de similitud i identitat amb la

protema codificada peí gen kdtB de Klebsiella pneumoniae, E. coli K-12 i Haemophilus

injluenzcie (Taula 2.4) i proteines similars de Chromatium vinosum, Synechococcus sp.,

Synechocystis sp i B. subíilis. La funció de la proteina KdtB no es coneix pero es pensa

que podría estar involucrada en la biosíntesi del LPS. A més, sembla que el gen kdtB és
essencial ja que no s'han aconseguit mutants fins al moment en E. coli.

Taula 2.4 Proteines similars a la proteina KdtB de S. marcescens.

PROTEINA N° D'AA %%

SIMILITUD IDENTITAT

KdtB S. marcescens 161

KdtB K. pneumoniae 11159 90

KdtB E.coli K-12 159 90 77
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KdtB Haemophilus influenzae 156 74 53

KdtB-like Chromatium vinosum 169 71 50

KdtB-like Synechococcus spp 167 69 49

KdtB-like Synechocystis spp 159 71 47

HP1475 Helicobacíerpylori 157 67 46

Ylbl Bacillus subtilis 161 68 45

KdtB-like 161 64 42

Mycobacterium tuberculosis

KdtB-like 163 58 35

Borrelia burgdorferi

KdtB Mycoplasma capricolum 140 57 31

2.3 Característiques del gen waaQ

En direcció oposada a l'operó waaA es va caracteritzar una ORF que codifica per a una

protelna de 337 aminoácids (Taula 2.5). Aquesta proteina presenta alts nivells de
similitud i identitat amb ADP-Heptosa-LPS-heptosil transferases de diferents bactéries
Gram negatives, especialment amb la proteina WaaQ de Klebsiella pneumoniae (25 %

d'identitat, 45 % de similitud). Alhora, aquesta proteina presenta similitud amb la resta

d'heptosil transferases descrites en E. coli i S. entérica (WaaF i WaaC).
Taula 2.5 Proteines similars a la proteina WaaQ de S. marcescens.

% %

PROTEINA N° D'AA SIMILITUD IDENTITAT
ÜÉ

WaaQ S. marcescens 337

WaaQ K. pneumoniae 358 45 25

WaaQ S. entérica 344 43 24

WaaQ E. coli R4 340 41 23

WaaQ E. coli R1 340 40 23

WaaQ E. coli R3 340 39 23

WaaQ E. coli K-12 344 55 34

WaaF 346 43 23

Haemophilus

Influenzae
WaaF 336 45 28

Neisseria gonorrhoeae
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24WaaC Campylobacter

jejuni

342 45

23WaaF E. coli K-12 348 43

20323 41WaaC K. pneumoniae

26WaaC N. meningitidis 44326

2240WaaF P. aeruginosa 345

22WaaF S. entérica 348 43

22WaaC E. coli K-12 296 41

25WaaF K. pneumoniae 346 47

2.4 Característiques del gen waaB

En direcció oposada al gen waaQ es va identificar una ORF que codifica per a una

proteina de 366 aminoácids (Taula 2.6). Aquesta proteina es va anomenar WaaB en tant

que presentava un cert nivell de similitud i identitat amb les proteines WaaB d'E. coli
K-12 (27 i 45%) i S. entérica (27 i 49%). No obstant aixó, pero, els nivells més alts de
similitud i identitat els presenta amb la proteina WaaB de K. pneumoniae (64 i 77%).

Aquest fet suggereix que les proteines WaaB podrien teñir una funció diferent en S.
marcescens i K. pneumoniae en tant que les estructures químiques d'aqüestes dues

especies presenten diferencies importants amb les estructures d'E. coli i S. entérica.

Alguns resultáis obtinguts en el nostre grup d'investígació (Climent, Tesi doctoral, 2000
i Coderch, tesi doctoral en preparació) apunten que es podría tractar d una transferasa

que transfereix ácid galacturónic tant en Serratia marcescens com en Klebsiella

pneumoniae. Alhora, la proteina WaaB presenta un cert nivell de similitud amb la

proteina WaaG, tant de S. marcescens com de K. pneumoniae (Taula 2.6). Aquest fet,

suggereix que les proteines WaaG i WaaB en S. marcescens i K. pneumoniae

constitueixen un grup de proteines relacionades amb una funció similar.
Taula 2.6 Proteines similars a la proteina WaaB de S. marcescens.

% %
m

PROTEÍNA N° D'AA SIMILITUD IDENTITAT

WaaB S. marcescens 366

WaaB K. pneumoniae 364 71 59

WlaE Campylobacter jejuni 365 46 27
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Cap Aquifex aeolicus 316 52 33

Transferasa Streptomyces coelicolor 697 47 28

Galactosil transferasa

A ctinobaci llus pleuropneumoniae

383 47 27

Protema de biosíntesi del LPS

Tfiermotoga marítima

388 47 26

RfbU 382 44 28

Methanobacterium

thermoaatotrophicum
Protema biosíntesi Cápsula
Methanobacterium thermoautotrophicum

405 42 29

Galactosil transferasa

Archaeglobusfiilgidus

356 58 38

LPS 1,6-Galactosil transferasa (WaaB)
S. entérica

359 26 48

WaaB 369 27 46

E. coli K-12

WaaB 359 28 47

E.coli R-2

WaaG 375 42 26

S. marcescens

WaaG 375 43 24

K. pneumoniae

2.5. Seqüenciació de la regió distal al cluster waa. Análisi de la

seqüéncia

El plásmid subFGR2 es va construir a partir del cósmid original cosFGR2. Es va dur a

terme una digestid del cósmid cosFGR2 amb Notl, obtenint 5 bandes de 15 kb, 7 kb, 4

kb, 2kb i 0,7kb. A continuació es va procedir a purificar al banda de 15 kb i es va lligar
al vector pACYC184 digerit amb Eagl i defosforilat. Una vegada realitzada la

construcció, es va continuar les reaccions de seqüenciació utilitzant els oligonucleótids
de les regions distáis del plásmid seqüenciat inicialment, pSKF41. La seqüéncia

obtinguda i la posició deis cebadors dissenyats es mostra en l'Annex I.
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Els oligonucleótids que es van dissenyar per la seqüenciació de l'insert del plásmid
subFGR2 es mostren en la Taula 2.7.

Taula 2.7 Oligonucleótids utilitzats en la seqüenciació del plásmid subFGR2.

SEQÜÉNCIA DEL CEBADORNOM DEL CEBADOR

5’- CACAGGGTCAGCACCACT-3’Funl

5’-TCACATTCGGGAACGGAT -3’Fun2

5 ’ -GTAAACCTGCAGCTCCTG -3’Tpgl

5’-GCAGGATCATACCGTTGTT -3’Tpg2

5 ’ -GGCTTAGTACGCTTGTTC -3’Tpg3

5’-GAGCCCATCTCAGCAAACTT -3’Tpg4

5’-GCGATCCTGTTCAAACATTA -3’Patet2

5’-TCGGCATGACTGGGTTCA -3’Tpg5

5’-TCGTGTTCCTCCCTGAAA -3’Tpg6

5’-GCCATGAACCAGCAGATGTAT -3’Tpg8
5’-TCCGGCAAACATATTGTGC -3’Tpg9
5’-GCTCTGTGCGGCTTATGT -3’Patet3

5’-ATGCACCATCGTGGTTTCA -3’Patet4

5’-TGGCCTTGATAATCGGAGTC -3’Patet4.1

55 -GCCACTC AGCAGC AGATTT-3 ’HAM

La seqüenciació del plásmid subFGR2 va permetre caracteritzar tots els gens implicats
en la biosíntesi del nucli del LPS continguts en el cósmid original cosFGR2 així com els

gens distáis situats a continuació del gen kdtB. La seqüéncia completa de l'insert

d'aquest plásmid es mostra en l'Annex I.
La seqüenciació a partir del plásmid subFGR2 va permetre caracteritzar una série de

ORF que, en principi, no codificaven per cap protema relacionada amb la biosíntesi del
nucli del LPS. En la Taula 2.8 es descriuen algunes característiques d'aquestes ORF i la
seva ubicació en la seqüéncia.
Taula 2.8 Conjunt d'ORFs corresponents a la regió distal del cluster waa seqüenciades en plásmid
subFGR2.

PROTElNA CODIFICADA GRAVYbplaORF POSICIO %
II G+CSt

KI)a‘ ::AvAA

5336-6161°ÍPg 60,4 271 30,5249 8,56 -0,339

6233-6400°rpmG 41,6 55 6,3435 10,25 -0,815
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6412-6648°rpmB 24,0 78 8,9664 11,24 -0,635

6911-7594°radC 57,6 227 25,2752 7,21 0,087

dfp 7622-8995 61,5 457 49,1897 8,51 -0,041

dut 8973-9431 64,0 152 16,2025 5,25 0,064

ttk 9682-10278 56,6 198 23,0736 9,16 -0,323

a: massa molecular i puní isoeléctric calculat usant el programa ProtParam d'ExPassy.
b: Promig d'hidrofobicitat de la protema, utilitzant el métode descrit per Kyte i Doolitle (Kyte i Doolitle,

1982).

c: cadena complementária d'ADN.

2.5.1 Elgenfpg

L'ORF que es va identificar a continuació de l'operó kdt va codificar per a una proteina

que presentava similitud amb la proteina Fpg d'E. coli, pressuntament involucrada en la

reparació de l'ADN després de fenómens de mutagénesi ocasionada per agents

alquilants (Ishcehenko et al., 1999). En el cas de Serrada marcescens, aquesta ORF es

trascriu en direcció oposada a l'operó kdt i codifica per a una proteina de 271 aa que

presenta un 76% d'identitat i un 86% de similitud amb la proteina Fpg d'E. coli.
En la Figura 2.4 es mostra 1 alineament realitzat amb aquesta proteina.

Figura 2.4 Alineament realitzat a partir de les protemes similars a la proteina Fpg de S. marcescens.

i [ . 80:

FPG Serrada marcescens. -

1 FPG Escherichia coli K-12

2 FPG Salmanella entérica

3 FPG H. influenzae

4 FPG N. meningi tidis
5 FPG Badilus fiimus

6 FPG Ihermus aguaticus
7 FPG Synechocystis sp
8 FPG Badilus subtilis

Zymomonas mobilis
Streptococcus mutans

100.0%

76.4%

74.9%

56.8%

53.1%

39.6%

41.1%

40.0%

37.0%

40.7%

41.0%

MPELPEVFTTSRRGIEPYLVGHSIQYAWRNARLRWEVSEQILTLSDQPVLSVQRRAKYLLIELERGWIIVHLGMSGSLRM
MPELPEVETSRRGIEPHLVGATILHAWRNGRLRWíVSEEIYRLSDQPVLSVQRRAKYLLLELPEGWIIIHLGMSGSLRI
MPELPEVETSRRGIEPHLVGATILHAHIRNGRLRVnVSDEIYRLSDTPVLSVQRRAKYLLLELPDGWIIIHLGMSGSLRI
MPELPEVETALRGISPYLKNFTIEKVWRQPKLRWAVSEELITLFNVKIVDLTRRAKYLIIHTEKGYIIGHLGMSGSVRI
MPELPEVETn.RGIAPHIEGKrVEAVVLRQLKLRWQINPDleILSGRQVLSCGRRAKYLIVRFQKGILLIHLGMSGSLRI
MPELPEVETVRRTLTELVIGKriAGITVKWANikEpvLEFETLLMNQTIRSIRRRGKFLLFEFDDIVMVSHLRMEGRifGL
MPELPEVETTRRRLRPLVLGGTLRQWHRD P/fYRNTALAerRI L EVD RRGKFLLFALEGGvlVAHLGMTGGFRL

MPELPEVETVCRGLNRLTLEQTI GGgvLLDRSLAYPVSVEDFq iTGCRLVGWQRRGRYLT.GEL RsgWLGCHLRMTGQL - -

VPELPEVEIVRRTLTGLVKGKTIKSVEIrn IIKRPAEPEEFAr1AGETIQSIGRRGKF LLFHLDHYVMVSHLRMEGFYOL
- - -MGEKIIDVKVRRASLRRPIPSDI Qe 1IGSTIISLSRRAKYGIIVNDRdaL IFHLGMSGEWKI

MPELPEVETVRRGLEHLIVGKKIVSVEVRVPKmkTGVEDFQLDILGQTFESIGRRGKYLLLNLNROniSHLRMEGFYLL

9 FPG

10 FPG

81 1 . 160:

FPG Seri'atia maicescens. -

Escherichia coli K-12

Salmanella entérica

H. influenzae

N. meningitidis
Badilus firmus

Ihermus aguaticus

Synechocystis sp

Badilus subtilis

Zymomonas mobilis
Streptococcus mutans

LREENEDEAGKHDHVDLVIMJGMILRYTDPRRFGAWLW EDLATSSVLAHLGPEPLSEAFNGDYLYEKSRNMLIKPWL

LPEELPPE - -KHDHVDLVMSNGKVLRYTDPR^GAWLWIKELEGHNVLTHLGPEPLSDDFNGEYLHQKCAKKKTAI KPWL
LPEALPAE KHDHVDLVMSNGKILRYrDPREÍFGAVflLVIKELEGHNVLAHLGPEPLSDEFNGEYLQQKCAKKKTAIKPWL

VPQDSAID- -KHDHIDIWMJGKLLRYNDPPRFGAWLVTENLEDEHLFLKLGPEPLSDEFNAEYLFKKSRQKSTALKrFL
FTPSDggRPDRHDHVDIVFSDGTVMRYRDPRKFCAILWYEGIEEHhlLEKLGPEPLSEAFGADYLYVRLKAQKRAVKLAL
Y EKEEPLPPHIHVIFHFTDGEELRYQDVRKFGTOLFPKGSEEKVlaHLGVEPFSEQFTSELLMNAFQKINRKIKVAL

EPTPHTRAALVLE - GRTLYFHDP RRF GRLFGVrdYRE IPLLLRLGPE PLSEAFAFPGFFRGLKESARPLKALL

LWrERDQQRPRHTRWLHFEGGWELRFVDTRTFgvWLrPGDRPWAEvlGQLGPEPFGADFTAEYLYEKLKSSRRPLKNAL
HQAEEPDD - -KHVHVIFIMIDGTQLRYRDVRKFGTHLFkeEAGELPLSQLGPEPnAEEFISAYLKDRLAKTNRAVKTAL

NPENFEKHDHFVLQTKNNFIVSLYDPRRFGSlvKKNQLLEWSYFRNIGPEPLTGNFNPEYLQKKLFSSSAPIREIL
FEDEVPDN KHFHLFFGLDGGGTLVYQDVRKFGTF - ELLH^SQVEAyiGPEPNAKDFKLKPFEEGLAKSHKVIKTLL

100.0%

76.4%

74.9%

56.8%

53.1%

39.6%

41.1%

40.0%

37.0%

40.7%

41.0%

1 FPG

2 FPG

3 FPG

4 FPG

5 FPG

6 FPG

7 FPG

8 FPG

9 FPG

10 FPG
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. 2402161

MDNRLWGVHKIYASESLFSAGILPDRPAGSLTKAEMLLAKTIRAVLQRSIBQanTLRDFLQSDGKKOTAQELQVYG
MENKLWGVGNIYASESLFAAGIHPDRLASSLSLAECELLARVIKAVLLRSIEQGGn'LRDFLQSDGKRHFAQELQVYG
MDNKLWGVGNIYASESLFAAGIHPDRLASSLSTEECDLLARVIKAVLLRSIEQGGTTLKDFLQSDGRH5ÍFAQELQVYG

MrKAWVSVQKIYXNESLFICGIHPLKLAKNLTMQCFSLWnKDVLHKAIIQajITLKDFLQPDORIGffAQELLVYG
MDNAVWGVdíIYANESLFRAGISPHREANRLKRKECÍÍXVETVRAVLRRAIETGSGrLRDFWSDGKSG^iFQQEyrvyG

LDQKIVVGLGNIWDEALFRARIHPERIJiHSLSKEEMAVLHKAISLEEAVEMGGSSIKSYVNGQGEMGMFQQKLGVYG
LDQRLftAGVanYADEALFRARLSPFREftRSLTEEEAmYBALBEVUiEAVELGGSTLSdjSQPDSLPGGFCrilSlAVYO
LDQRLVAOLanYADEVLFFCGFHPTMASHQVSLQDCELIHQQIQATL'ISAIEAQSrSFSDYRQVrGINaKGGMAQVYG
LDQKIVVGLanYVDEALFRAeVHPETKANQLSDKriíaXHAEIKini.QEAIDAGGSIVRSnNSQ0EIt3ÍFa.ííiFVYS
LDQKWAGiaHYACEALHQAKIHPQRPgMLNFDEnSLVFSmnLQKAIAEGGSTLKD®RHJGELGYFSIKFKVYG
LDQHLVAGL(WIWDEVLWAAiWDPERLA®LKrSEIKRIheTIR'ILQIAIERa3STIRSYKNSLGEDGa«DCLQVYG

FPG Sismatia marcescens.- 100.0%

1 FPG Fschericüia coli K-12 76.4%

74.9%

56.8%

53.1%

39.6%

41.1%

40.0%

37.0%

40.7%

41.0%

2 FPG Salmonella en tétrica

3 FPG H. influenzas

4 FPG N. meningi tidis
5 FPG Badilus fiimus

6 FPG Tiermus agrúaticus

7 FPG Synecbocystis sp

8 FPG Bacillus subtilis

9 FPG Zymonvnas mobilis
10 FPG Strsptococcus mutans

.] 271241 :

RAGEP RT GTPIESAKHGQRSTTFF RR QR

RKGEP RV GTPIVATKHAQRATFY RQ QK
RKGEP RV GTP IVATKHAQ RATFY RH QK
NKDRP PK GGKIESLIIGQR1EFF PK QK

RHNQP PQ GGLWKETLGQ RGTFY BJ QK
RKNEP RQ GTDILKTWGGRGTHF Bí Q
REGLP PA GRPVERRWAGRGTHF PT Q
REGEP RH GTVIAKIKLGGRSAHF PQ Q

KKDEP KN GIMISKIWGGRGTHF M Q

KEGEQ E GHTIERYTLGGRGTFL SS QK
KTDQP AR ATPIEKIKVGGRGTHF E5 QK

FPG9 Serrada marcescens. -100.0%

1 FPG Escherichia coli K-12 76.4%

2 FPG Salntonella entérica

3 FPG H. influenzas

4 FPG N. meningitidis
5 FPG Bacillus fiimus

6 FPG Thermus aquaticus
7 FPG Synechocystis sp
8 FPG Bacillus subtilis

9 FPG Zymomonas mobilis
10 FPG Strsptococcus mutans

74.9%

56.8%

53.1%

39.6%

41.1%

40.0%

37.0%

40.7%

41.0%

2.5.2 Els gens rpmG i rpmB

Les dues ORFs que es van identificar van donar nivells de similitud i identitat molt
elevades amb les proteines RpmG i RpmB d'E. coli, codifícades pels gens rpmG i rpmB

(Taules 2.9 i 2.10). Aquests gens codifiquen per a les proteines ribosomals L33 i L28,

respectivament. A 1'igual que en E. coli, els gens rpmG i rpmB están situáis entre els

gens fpg i radC i tots quatre formen un operó.

Taula 2.9 Proteines similars a la protéína RpmG de S. marcescens.

% %
PROTEÍNA SIMILITUD IDENTITATN° AA

RpmG
S. marcescens

55

RpmG
E. coli K-12

54 100 96

RpmG
H. influenzae
RpmG
Mycobacterium
tuberculosis

56 90 79

7754 48

RpmG
Rickettsia prowazekii

56 78 55

RpmG
Borrelia

burgdorferi

59 66 53
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Taula 2.10 Protéínes similats a la proteina RpmB de S. marcescens.

% %

PROTEÍNA N° AA SIMILITUD IDENTITAT

78RpmB
S. marcescens

77 100 92RpmB
E. coli K-12

77 100 90RpmB
Salmonella entérica

77 94RpmB
H. influenzae

81

RpmB2

Mycobacterium
tuberculosis

78 70 46

2.5.3 El gen radC

Transcrita en la mateixa direcció que els gens fpg, rpmG i rpmB es va identificar una

ORF que codifícava per a un proteina amb alta similitud amb la proteina RadC á'E.

coli, codificada peí gen radC (Figura 2.5). La proteina RadC en E. coli duu a terme un

funció de reparació de l'ADN. El gen homóleg de Serrada marcescens codifica per a

una proteina de 227 aa i presenta un 56 % d'identitat i un 80 % de similitud amb la

proteina RadC á'E. coli. Una mutació en el gen radC á'E. coli K-12 sensibilitza les
cél.lules a la radiació ultraviolada, radiacions ionitzants i agents alquilants

(Felzenszwalb, 1992).
Figura 2.5 Alineament realitzat a partir de la proteina RadC de Serratia marcescens.

6 [ 85

RadC Serratia marcescens 100.0%

1 RadC Escbericbia coli

2 RadC Haemopbilus influenzae 56.4%
3 RadC Rbodobacter capsula tus 40.1%
4 RadC Tbermotoga marítima
5 RadC Bacillus subtilis

6 Proteina 18,1 RD E. coli

7 RadC Aquífez aeolicus
8 Proteina 18,0 KD E. coli

9 Proteina 16,6 KD E. coli

10 RadC Synechocystis sp
11 RadC Sthaphilocaccus aureus 45.1%
12 RadC Enterococcus faecalis 32.4%

VA WPGALAPREKLLMQGAAALSDAELLAIFLRTGLPGVHVMQLAEQLLRRFGSLYHLMSADHQAF SQKGKBASYTQL
-LMPREKMLKFGISALTDVELIALFL RTGIRGKDVLTLAKEMLENFGS LYGLIISEYEQFSGVHGIGVAKFAQL
LMPREKLLAFGAKALSDYELLAIFLRTGIKGCPVMSLSKNVLTHFGPLHALLSADKKAF SVKlXGITQFIQL

RERFLTGGAEAMPDYELLELILFRALPRQDVKPLARRLLDVFGSPGHVLAAPPARLTEVTGVGEAWQEL
GRLLPRERMIKAGPESLSVEELVAIVLRTGKKGKHVLELSKDLLERfgSLIKLSNASLEEIASVEGVGMVKAITL

PRERLLKVGAENLANHELLAILLRTGTKHESVLDLSNRLLRSFDGLRLLKEASVEELSSIPGIGMVKAIQI

56.7%

37.3%

36.6%

45.1%

34.9%

45.8%

45.1%

36.3%

-GD
-PEELRPREKLLKLGPENLSDEELLAVILGSGSKGADVLSLSKELIKM GtfEELEKKSVEELLKVRGLGLVKALQV

IADLPEDERPREKLLKYGAKHLGNAELIAILLATGqkglSAVGLGQYILQQLGqmDVLRNIHPQELIAFPGIGPAKATTI

-EL
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165186 :

QAIAELALRFFSSHLSQENAMLNPRVTQHifLQSLLAHREREVFLVLFLENQHRVIRHQEMFAGTISSVWYPREIVREAL
KGIAELARRYYNVRMREESPLLSPEMTREFLQSQLTGEEREIFMVIFLDSQHRVXHRRLFSGTUWVEVHPREIIREAI
QAITEMTKRYLKQDMLSTPIINDPEIVKLFLLTELQHEEREVFMVLFLENQHRLIKKERLFLGTIYVSAVYPREIIKEAL
KIVEAAAQRLARSRVLQRPVLSSWQALLDYCHTAMAHRPTEQFRVLFLDRKNLLIADEEQARGTVDHVPVYPREVVKRAL
KAALELGKRLHRE -LERIPEKLDSSVKVVyCQEMV YLEREIVKVICLDIKLkJVIGENTLTVGTSDRSLIHPRDVFRTAI
LAAVELGSRIHKLANEEHFVIRSPEDGANLVMEDMRFLTQEHFVCLYLNTKNQVIHKRTVFIGSLNSSIVHPREVFREAF
RRLIQRALRALDRHLHEPgaET&rHAVREWLRLHMAALEREEFRVLYLENQNQLIAHErLFTGTINRTEVHPREWKRAL
KALVELSKRFKGG- KSRISIRNPQEAFEFLKDKFDER RESLIALYLDL9JRLLDWEWAIGNVNTVFSRPKDILFKAV
QRTVKRALIL LDRHLRETga FTSTQAARDWL KLKMAGLERE E FM4LYLNQQNQLIAHEILFAGSISSTEVHPREWKRAL
RSL IQRALKTLDRHLHEPga ETSTRAAREWLILNMAGLEREE FRVLYLNNQNQLIAGETLFTGTIHOEVHP REVIERAL
LAAVELGKRVFQSRPLEKMWDSPEAAAIALSQDLMWQTQEHFAIVMLDVKNRLLATKVITIGTATETLIHPREIFREVI

_ -
- - -

-
• -

- FKGUHVHPREIFSIAV

RAAIELGCRIysSQIKFGKVTSSQQVAQRLLQEMKG LQQEHLICIYLNTKND11QQKTIFKGSLNQSIAHPREIFREAV

100.0%

56.7%

RadC Seria tia marcescens

1 RadC Escherichia coli

2 RadC Haentophilus influenzas 56.4%
3 RadC Rhodobacter capsula tus 40.1%

37.3%

36.6%

45.1%

34.9%

45.8%

45.1%

36.3%

4 RadC Thermotopa marítima
5 RadC Badilus subtilis

6 Proteina 18,1 KD E. coli
7 RadC Aquí fez aeolicus
8 Proteina 18,0 KD E. coli
9 Proteina 16,6 KD E. coli

10 RadC Synechocystis sp

11 RadC Staphilococcus aureus 45.1%
12 RadC Enterococcus faecalis 32.4%

] 2272166

KANAAALILAHNHPSGKAEPSHADRLITEQWKA QLLEIRVLDHLVIGRGE VSFAERGWL
KINASALILAHNHPSGCAEPSKADKLITERIIKS QFMDLRVLDHIVIGRGEYVSFAERGWI
YCNAAALILAHNHPSGITEPSYSDQLITKKIQDAAELMEIRVLDHLIVGKSD YSFAE

ELDASALILVHNHPSGDPTPSQADIAMTDQIRHAAEALGLVLHDHLVIGKGRELSFRAEGLL
RANASGVIWHNHPSGDPTPSKEDRLITERLRQAGEILGVSLVDHVIVSRRGYFSFREEGEL
KRSAASFICVHH1PSGDPTP S RED IEVTRRLFECGNLIGI EL LDHLVIGDKKFVS LREKGYL

HFNAAAVILAHNHPSGETTPSQADKILTQRLVQVLQLVDIRVPDHLIVGGRQIYSFAEHGLL
KLSANGIIIAHNHPQGEPSPSNEDLNFTERLKKA ELLGFELLDHLILSEGRYFSFREEGVL
YFNAAAVILAHNHPSGDTTrPSQADKTITQRLVQALQLVDIRVPDHLIVGGRQIYSFAEHGLL
YHNAAAWLAHNHPSGEVTPSKADRIITERLVQAlJGLVDI RVPDHL IVGdlQVFSFAEHGLL
KQGATRLIVAHmPSGGLEPSPED IRLTEFLLQGAQYLQIPVLDHLILGHGK
RENANAIIAVHNHPSGDVTPSQED-1ITIMRLKE G11GIDLLDHIIIGDNRFTSLVEAGTL
KYSSARILIAHNHPSGNPTP

100.0%

56.7%

RadC Sorra tia marcescens

1 RadC Escherichia coli

2 RadC Haemophilus influenzae 56.4%
3 RadC Rhodobacter capsulatus 40.1%

37.3%

36.6%

4 RadC Thermotopa marítima
5 RadC Badilus subtilis

6 Proteina 18,1 KD E. coli
7 RadC Aquífez aeolicus
8 Proteina 18,0 KD E. coli

9 Proteina 16,6 KD E. coli

10 RadC Synechocystis sp

11 RadC Staphilococcus aureus 45.1%
12 RadC Enterococcus faecalis 32.4%

45.1%

34.9%

45.8%

45.1%

36.3%

2.5.4 Els gens dfp, duí i ttk

En direcció oposada al gen radC, es va identificar una ORF que codificava per a un

proteina similar a la proteina Dfp d ’E. coli, codificada peí gen dfp. En E. coli, la

proteina Dfp és una flavoproteina involucrada en el metabolisme de lacid pantoténic

(Taula2.11).

Taula 2.11 Protei'nes similars a la proteina Dfp de S. marcescens.

% %

PROTEINA SIMILITUD IDENTITATN° AA

Dfp 457
S. marcescens

Dfp 430 84 75

E. coli K-12

Dfp 400 77 63

Haemophilus
influenzae
YLOI
Bacillus subtilis

406 62 44

Dfp 399 62 43

Listeria monocytogenes
Dfp 418 57 42

Mycobacierium
tuberculosis

Dfp 402 58 40

Synechocystis spp
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64 42Dfp 388

Aquifex aeolicus
41Dfp 394 59

Thermotoga
marítima

Dfp 444 57 39

Bradyrhizobhim
japonicum

A continuado, es va identificar una ORF que codificava per a una proteina amb alts
nivells de similitud amb la proteina Dut (dUTPasa) d'E. coli. El gen dul d ’E. coli (Taula

2.12) que codifica per a una proteina (dUTPasa) responsable de la regulació cel.lular
deis nivells de dUTP. Es tracta duna deoxiuridin trifosfatasa que, junt amb l'acció de la
dCTP deaminasa, genera dUMP. A part d'aquesta funció, sembla que aquesta proteina

podría dur a tenue una funció essencial.
Taula 2.12 Proteines similars a la proteina Dut de S. marcescens.

% %

PROTEÍNA N° AA SIMILITUD IDENTITAT

Dut 152

S. marcescens

Dut 151 96 86

E. coli K-12

Dut

Haemophilus

influenzae

151 88 78

Dut 152 82 63

Coxie/la

burnetii

Dut 150 63 46

Aquifex
aeolicus

Dut

Chlamydia

pneumoniae

145 64 48

Dut 152 61 44

Clorobium

tepium

Dut

Streptomyces
coe/icolor

183 59 43
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145 61 41Dut

Chlamydia
trachomaíis

Finalment, la última ORF que es va identificar va codificar per a una proteina amb
nivells elevats de similitud amb la proteina Ttk d'E. coli. El gen ttk també s'ha
identificat en Haemophilus influenzae i no en Salmonella entérica (Taula 2.13). En cap

cas no es coneix la funció del gen ttk. Es creu que es podría tractar d'un regulador

transcripcional.

Aqüestes tres ORF podrien estar formant un operó, a 1'igual que en E. coli.

Taula 2.13 Proteines similars a la proteina Ttk de S. marcescens.

% %

PROTEINA N° AA SIMILITUD IDENTITAT

Ttk 198

S. marcescens

Ttk 198 95 85

E. coli K-12

Ttk 218 73 52

H. influenzae

2.6 Obtenció del clon (cosRll) que es superposa al cosFGR2.

La seqüéncia descrita en l'apartat anterior conté tota la informació de l'insert del
cosFGR2 fins al punt de clonatge al vector (Sau2 AlBamYW). Aixó indica que, tenint en

compte la complexitat del nucli del LPS, altres gens implicats en la seva biosíntesi es

troben en regions 5’ de la seqüéncia del gen waaB. Per tal d'identificar clons que

continguessin informació addicional a la del cosFGR2, es va partir de nou de la

genoteca d'ADN cromosómic de la soca Serrada marcescens N28b, utilitzant com a

vector el cósmid recombinant supéreos 1 (Stratagene) i introduida en E. coli NM554

(Guasch, Tesi Doctoral, 1994). Es van seleccionar en primer lloc, aquells cósmids, que

com el cosFGR2, presentaven un alt nivell de resisténcia a la bacteriocina i alteracions
en la mobilitat en gels de nucli. Amb aquests clons, es va procedir a extreure ADN i a

realitzar reaccions d'amplifícació duna regió situada en el gen waaB.
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2.6.1 Reacció de PCR amb cebadors dissenyats utilitzant el cosFGR2
com a motilo.

Els cebadors que es van utilitzar es van dissenyar a partir de la seqüéncia del cosFGR2
com a motilo. Es va amplificar un fragment de 1053 pb pertanyent a la regió del gen

waaB. La seqüéncia deis cebadors utilitzats (VAG1 i VAG2) s'indica en la Taula 2.14.

Taula 2.14 Seqüéncia deis cebadors utilitzats en la reacció de PCR utilitzant diversos cósmids com a

motilo.

SEQÜÉNCIA POSICIÓ EN EL cosFGR2CEBADOR

5'-ACTGGATTAGCTATGCGTAT-3'VAG1 496

VAG2 5'-TTGCTGTTGATTTATCTGCG-3' 1548c

c: cadena complementaria

La reacció de PCR es va dur a terme utilitzant alguns deis cósmids recombinants i usant

el cósmid cosFGR2 com a control positiu i el supéreos 1 com a control negatiu. La
reacció de PCR es va realitzar utilitzant parafina per separar dues fases i per evitar

Fevaporació una vegada iniciada la reacció. Les condicions que es van utilitzar van ser

les indicades en la Taula 2.15 i els cicles que es van utilitzar es mostren en la Taula
2.16.

Taula 2.15 Condicions utilitzades en la reacció de PCR per detectar regions homologues en cósmids

procedents de la genoteca de S. marcescens N28b en la soca á'E. coli NM554.

FASE SUPERIOR Tampó de PCR 2,5 pl

VAG1 (30 ng/pl) 1 pl

VAG2 (30 ng/pl) 1 pl

Taq polimerasa

Aigua bidestil.lada

0,25 pl (1,25 u)

20,2 pl

PARAFINA

FASE INFERIOR Tampó de PCR 2,5 pl

MgCl2 (50 mM) 1,5 pl

dNTP's (2,5 mM) 5 pl

ADN 3,8 pl (eq. a 0,4 pg)

12,1 plAigua bidestil.lada
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Taula 2.16 Cicles utilitzats en la reacció de PCR

DESNATURALITZACIÓ HIBRIDACIÓ POLIMERITZACIÓ

95 °C, 4 min 56 °C, 4 min 60 °C, 1,5 min1 cicle

56 °C, 1,5 min 60° C, 1,5 min30 cicles 95 °C, 1 min

Deis cósmids assajats, vam trobar que el cósmid cosRll amplifícava la banda de 1053
Kb. Per tant, vam decidir continuar els nostres estudis de seqüenciació amb aquest

cósmid (Figura 2.6).

Figura 2.6 Gel d'agarosa al 1%. Marcador IV (Carril 1), cosFGR2 (Carril 2), cosRll (Carril 3),

supéreos 1 (Carril 4).

2176 pb
1766pb .

1230 pb
1033 pb:

►
►

t
653 pb ►

Amb aquest cósmid es va dur a terme una altra reacció de PCR per tal d'esbrinar si, a

més de contenir la regió amplificada anteriorment, també contenia la regió corresponent

a Popero waaAEkdtB. Per dur a terme aquest experiment, es van utilitzar els cebadors
F431 i S131 que amplifiquen una regió de 1940 pb situada entre els gens waaQ i waaA.

Aquesta reacció es va dur a una temperatura d'hibridació de 58°C i un temps
d'hibridació de 2,5 minuts. Aquesta reacció va donar positiva utilitzant el cosRl 1 com a

ADN motilo.

160



Resultáis

2.6.2 Subclonatge del cosmid cosRll: obtenció delplásmidsubRll.

Donat que el cosRl 1 contenia la continuació de la regió waa, es va provar en primer
lloc de seqüenciar directament a partir del cosmid. Per aixó, es va dissenyar un cebador
situat en la regió del gen waaG i utilitzant com a seqüéncia motilo la complementária
del cosFGR2. El cebador Funl2 (5’-TAAGTGAAATACCCGCACGT-3') es va utilitzar

per seqüenciar la continuació del gen waaG. Les seqüéncies obtingudes d'aquesta
reacció no van ser sufícientment bones, per la qual cosa es va decidir subclonar el
cosmid i continuar la seqüenciació a partir del suclon.
En primer lloc, es va digerir el cosRl 1 amb diversos enzims. La digestió amb Hindlll
va donar tres bandes: una de més de 20 kb, una d'unes 8 kb i la tercera d'unes 4 kb. A

partir d'aquest digestió, es va seleccionar el fragment que contenia el vector, supéreos 1.
Per fer-ho, es va relligar la digestió i transformar en la soca NM554 amb selecció amb

els antibiótics Km i Amp. L'análisi deis diferents clons obtinguts per extracció d'ADN
va permetre comprovar que el fragment relligat era el de 8 Kb. A aquest nou plásmid
se'l va anomerar subRll. A continuació es va procedir a seqüenciar a partir deis dos
extrems del vector supéreos mitjangant cebadors situats en els dos extrems.

2.6.3 Estratégies de seqüenciació.

Una vegada extret el plásmid subRll a gran escala, es va procedir a seqüenciar els dos
costats de l'insert utilitzant cebadors del supéreos 1. Per una banda es va utilitzar el
cebador T3(5'-AATTAACCCTCACTAAAGGG-3') i el cebador scosD2 (5'-
GTGTTCCGCTTCCTTTAG-3' ), cebador interior del supéreos, anterior a la diana
Hindlll. Aquests dos cebadors van permetre caracteritzar les regions de cada costat de la
inserció del subRl 1.

Figura 2.7 Representado esquemática de la regió d'ADN pertanyent al plásmid subRll.

Hindlll
BamHl

T3
3,1Kb ◄

subRl 1supéreos 1 supéreos 1
►

scosD2
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L'análisi de les seqüéncies a partir del cebador T3 van indicar que la regió waa no

estava completa en el cósmid cosRl 1, ja que aquesta seqüéncia donava homología amb
el gen waaF á'E. coli. L'ORF corresponent a aquest gen estava incomplet en el
cosRll. Per altra banda, la seqüenciació amb el cebador scosD2 va permetre constatar

que per aquest costat es trobaven presents altres gens waa.

La seqüenciació completa de l'insert pertanyent al plásmid cosRll es va dur a terme a

partir de l'extrem T3, mitjangant el disseny seqüencial de nous cebadors a mida que

obteníem seqüéncies noves. En total, es van seqüenciar 3150 pb corresponents a l'insert
del subRll. Es va realitzar la seqüenciació de les dues cadenes. Els cebadors utilitzats

s'indiquen en la Taula 2.17.

Taula 2.17: Cebadors utilitzats per a la seqüenciació de l'insert del plásmid subRl 1.

SEQÜÉNCIACEBADOR

5'-CTACGGCAGCCCAAAATG-3SR11T3

5AACGCCGTGGTGGAGTAGAT-3SB7

5'-TTGTACTGGATGCTCATCG-3'SB8

5'-GCGAACTCGACGTAAGCC-3SB9

5'-CATCCGTACAGCGTATTCT-3'SB10

SB11 5 '-GGATTGGC AGAC CTGTGA-3

5'-TGCACTCTCATCTGCCTT-3RR11

5'-ACGCCTTCCAGACCAAAA-3'RR10

5 '-TGGCTACTGTTGCTCGGTT-3'RR9

La reacció de seqüenciació amb el cebador SB11 va permetre finalitzar la seqüenciació
de l'insert, ja que es va trobar ja seqüéncia pertanyent al vector.

La fmalització de la seqüenciació de la regió waa es va realitzar utilitzant dues
reaccions de seqüenciació addicionals utilitzant del plásmid original, cosRl 1, com ADN
motilo. Aqüestes dues reaccions van permetre seqüenciar un total de 879 pb que van

enllafar ja amb la seqüéncia del cosFGR2. Per tant, una vegada identificada la regió de

l'enlla? ja no es va continuar seqüenciant més enllá del gen waaG. Els cebadors
utilitzats per a la seqüenciació del cosRll es mostren a la taula 10.3.3. La seqüéncia

obtinguda i la posició deis cebadors es mostra en 1'Annex II.

162



Resultats

Taula 10.3.3. Cebadors utilitzats per a la seqüenciació de la regió waaG en el cósmid cosRl 1.

SEQÜÉNCIACEBADOR

5'-GGATTGGCAGACCTGTGA-3SB11

5'-CCCTTCCAAGCTGACTTT-3'SB13

5'-AAACTCCGCCGCATCATTC-3'SB14

5'-ATCTGAACGTCATCACT-3SB15

2.6.4 Análisi de les seqüéncies.

La seqüenciació d'aquest regió va permetre identificar dos mares de lectura oberta i
l'inici d'una tercera ORF que estava incompleta. Aquesta ORF codifícava per a una

proteina incompleta que presentava un 51% de similitud i un 29% d'identitat amb la

protema WaaF de Salmonella i un 50% de similitud i un 29% d'identitat amb la proteina

WaaF d'E. coli. Les altres dues ORF es van poder caracteritzar per complet (Taula

2.18)

Taula 2.18 Conjunt d'ORFs seqüenciades a partir del plásmid cosRl 1.

POSICIÓ PROTEÍNA

CODIFICADA

AA kDa“

b
PlaORF %G+C GRAVA

¡É¡¡

1-961 58,00AwaaF

Espai intergénic 962-2136 57,35

waaQ-II 2137-3219 60,46 360 40,17 7,22 -0,037

waaG 3216-4341 60,03 375 42,33 9,47 -0,201

a: Punt isoeléctric i pes molecular de la proteina, calculat usant el programa ProtParam d'Expasy.
b: Promig d'hidrofobicitat de la proteina, utilitzant el métode descrit per Kyte i Doolitle (Kyte i Doolitle,

1982).

2.6.4.1Espai intergénic entre AwaaF i el gen waaQ.
En aquesta regió no es va poder caracteritzar cap ORF relacionada amb gens waa. Es

suggereix que aquesta regió, de 1211 pb podria contenir el gen que codifica per a la

lligasa (waaL). S'ha vist que les diferents lligases caracteritzades en altres espécies

presenten nivells molt baixos de similitud entre elles.
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2.6.4.2 Característiques del gen waaQ-II

La primera ORF que es va identificar era de 1083 pb i codifícava per a una proteina de
360 aminoácids i un pes molecular calculat de 40,17 kDa. La proteina deduida va donar

cert nivell de similitud i identitat amb la proteina waaQ de Klebsiella, E. coli i
Salmonella (Taula 2.19) i també amb la proteina de Serrada marcescens WaaQ,
caracteritzada en aquest treball (45% de similitud, 26% d'identitat) (Figura 2.8). El fet
que en Serratia marcescens ja s'hagués identifícat una altra ORF que donava homología
amb el gen waaQ á'E. col i i Salmonella, fa pensar que el nucli de Serratia podría
contenir un altre residu de L,D-Hep en el nucli. Aquesta hipótesi está avalada pels
resultáis de l'análisi química que es va dur a terme (Apartat 12). Així mateix, aquesta

proteina també presenta un cert nivell de similitud i identitat amb les altres heptosil-
transferases que transfereixen residus de L,D-Hep al nucli intem (WaaC i WaaF).

un

Taula 2.19 Proteínes similars a la proteina WaaQII de S. marcescens.

PROTEINA % IDENTITATN° D'AA %

SIMILITUD

360WaaQ II

S. marcescens

64358 78WaaQ

K. pneumoniae
340 63 46WaaQ

E. cotí R4

63 46WaaQ

E. coli R3

340

63 46WaaQ

E. coli R1

340

45WaaQ 344 63

S. entérica

WaaQ

E. coli R2

344 61 42

61 42WaaQ

E. coli K-l2

344

337 45 26WaaQ

S. marcescens
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347 46 23HI026

Haemophilus influenzae
317 48 26WaaC

Aquifex aeolicus
352 43 32WaaF

K. pneumoniae

348 43 27WaaF

E. coli K-12

Figura 2.8 Alineament realitzat entre la proteína WaaQ i WaaQII de S. marcescens.

MKNÍL11RRDNIGDLVCTTPLIEGVKIAYPDAKVYLLINKVSQDWK 47

MMNDAPALTSAPSVQRILIIKLRHHGDMLLVTPVISSLRQNYPQARIDVLLYQETQEMLA 60

WaaQ

WaaQII
■ ** ■ ■ ** ■ * ** ■ * • ■ * ■ ■ * ■ *

WaaQ

WaaQII

NNPHLEKVFVYKKAKHKAKNETTLG—VYFERLMIFLKLRKIKFDAVILANPVPCKYSLR 105

SKPELSTLFAIDRQWKKQGARAHLGHELALLRRLKAQRYDLVVNLADQWRSAIITRLTGA 120
** * • * ■ * **

WaaQ

WaaQII

LAKMAGATHIIGADLGTKDIQRPFRKDDFRGLHQVEHTYSYLSAITDQAIPIPPVRVFLT 165

RIRLGFDFPKRRGFLWRHCHTQLVPVDNHAHLHTVEQNLSLLAPLNLPAL-lsIEHVTMSYD 179
** ** ■* * ■ *r * ■ * ■ *

WaaQ

WaaQII

PEERQLAAQRLQERLPSVERVCAVHISSRSPKRRWPVERYAEIIMRLTADPRTGVLIFWS 225

PQDWQTCEQLLQKQG-VAGSYIWQPTSRWFFKCWSEEKMAATLTALQADGHQLVITSGP 238
* ■ ■ * ** ■ ■ * • ■ ** * * ■ * * * ■

WaaQ

WaaQII

PQGTLAPDDIGDQQRAEQLLALCQNERVALYP-TASVRELLGGFDLCDRVLCSDGGQMHL 284

DAR-EKAMVERILALCPPQGVISLAGQLTLRQLAALIDHAKLFIGVDSVPMHM 290
* *■■**** * ■ * * ** ■

WaaQ

WaaQII

AAALKKDMWFFGDTDKTSWHPWTGRHHILQS ESGHCEDVSVDEVWQKMQALS - 3 3 7

AAALQTPCVALFGPSKLTFWRPWQATGAVIWAGDFGELPDPDAIDTGTDERYLDLIPTDA 350
■ * ■ ** * * ■ *

WaaQ

WaaQII VIAAARSTLA 360

^aminoácids idéntics.

aminoácids molt similars quant a propietats ñsico-químiques

.—aminoácids similars quant a propietats físico-químiques
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2.6.4.3 Característiques del gen waaG

L'análisi de la seqüéncia va determinar l'existéncia duna segona ORF de 1125pb que

codifícava aparentment per a una proteina de 375 aminoácids, amb una massa molecular
calculada de 42,33 kDa. Se'l va designar inicialment com a waaG. La proteina

codificada per aquest gen va presentar uns nivells eleváis de similitud (82.1%) i
identitat (70,7%) amb FORF4 de Klebsiellapneumonías (Nuria Climent, Tesi doctoral).

Sorprenentment, els nivells de similitud i identitat amb les protemes waaG d' E. coli
R2, K-12, R4 i R3 i Salmonella eren forqa més baixos (Taula 2.20) Paral.lelament, es va

observar que les proteines deduides a partir del gen waafí (caracteritzat a partir del

plásmid subFGR2) i la proteina waaG presentaven també nivells de similitud i identitat
( 42% i 26%) (Figura 2.9).

Taula 2.20 Proteines similars a la proteina WaaG de S. marcescens.

V7

N° D'AA %PROTEINA %

SIMILITUD IDENTITAT

WaaG 375

S. marcescens

70,7WaaG 375 82,1

K. pneumoniae

27WaaG 373 45

S. entérica

27WaaG 373 45

Pseudomonas aeruginosa PA01
WaaG 373 44 25

Pseudomonas aeruginosa PAK
WaaG 46 28374

E. coli R2

WaaG 374 44 27

E. coli K-12

WaaG 374 46 27

E. coli R4

WaaG 374 43 26

E. coli R3

WaaG 374 46 28

E. coli R1
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Figura 2.9 Alineament realitzat amb la prote'ína WaaG de S. marcescens i la prote'ína WaaB de S.
marcescens.

MKAFLLAIVRRKYRPDGGAERFVSRALKALEQQDLDLNVITREWQ6DANPNWHIHLCNPL 60

—MRILMIIDG--LPGGGAEKWLTLCQGMQQQGHDVSLIS LRDVCNYPIPSGIDY 52

waaG

waaB
■ * * ■ * ■ * ■ ■ ** * ■ ■ * • * ■ *

KLGR-ISRERGFAVAARALWQKERFDLVQSHERIPGCDIYRAGDGVHRRWLLQRARLLPE 119

QWADRSRAPWRKLTELSRRAAALDRAIAEHERQHGAFDLVFSNLHKTDRIVSRSKRLAS 112

waaG

waaB

** *** * * « • *

WRRKWLFSNRYHRYVMCAERAMYAAPELKAVI CNAEMIKRE 11ADFGVPADKITVIYN— 177

DR-LWFCIHGILSTSYLGHRKGLDRWLKQRK.IANVYQGRNIVAVSQAVGGDLQQNLPIRP 171

waaG

waaB

* * ■ * * * * *

AIDNQKFPPADEAQRRRLREQYQIP-QQAHCLIFVGSGFERKGLAAAIRAVAATDSH 233

RRLAVINNPFDIDAIRQQAAAPCELAGQDYLVHVGRFHATKHHDRLLKAYVQSGIQAPLA 231

waaG

waaB

* ■ * ■ * * ■ * * * *

LLWGKDKAEKRYRALAQSLGCGDRIHFMGVQKQTLPFYQAADALLLPTLYDPFPNVILE 293

LIGTGDDARVAEVKRLAADLGIAERVLFLGFQANPYPFIRHASLLVLSSDSEGFGNVLVE 291

waaG

waaB

* ■ * * ■ * ■ ■ * * * * ■ * * ** ■ ■ *

waaG AMSCGLPVITSTTCGGAEFITPGQNGFVTDALDVPAITEAIRALPRQALGSSMGEAARLR 353
SLLCGTPWSTRCPGGPAEILEKAG MfMALAELNAASLAEKMAEIYANPPQINQQQ 347waaB

** **■■ * * * *

waaG

waaB

IMTATPAHLSEQLISLYNRLLD 375

LLSYGLEPICRQYIELKEK 366
* * *

^aminoácids idéntics.

:=aminoácids molí similars quant a propietats físico-químiques
.=aminoácids similars quant a propietats físico-químiques
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A partir deis nivells de similitud i identitat d aquesta proteina amb proteines análogues
de Klebsiella, Salmonella i E. coli, es pot suggerir que aquesta proteina no deu realitzar
la mateixa funció que duu a terme en Salmonella o en E. coli (glucosil transferasa que

transfereix un residu de Glc a 1'HepII). Tal i com, es prediu en el cas de Klebsiella

pneumoniae (Climent, N., Tesi Doctoral, 2000), es podría tractar duna transferasa
d'ácid galacturónic, ja que en el cas de Klebsiella pneumoniae existeix un residu de
GalA en lloc duna Glc unida a l'Hep II. El fet que en el nucli de Serratia marcescens,

també s'hagin trobat residus de GalA reforja aquesta hipótesi (Apartat 6 de Resultats).
El gen waaG és capa9 de complementar un mutant R de Serratia marcescens 2170

(serotip 0:8) (Apartat 3 de Resultats).
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3 EL GEN waaG COMPLEMENTA UN MUTANT R

de S. marcescens 2170

Al llarg d'aquest treball, es va obtenir un mutant amb un nucli més curt de S.
marcescens 2170 (serotip 08) mitjangant resisténcia a bacteriófags.
Com s'ha descrit en l'apartat de la introducció (Apartat 3.3 i 3.4), molts bacteriófags
utilitzen l'antigen O i el nucli del LPS com a receptors. Per tant, molts mecanismes de
resisténcia vénen donats per l'alteració en la biosíntesi de l'antigen O i del nucli del
LPS. L'obtenció de mutants defectuosos en antigen O i amb estructures de nucli més
curtes que la soca salvatge ha permés en E. coli (Hancok, 1976) i Salmonella definir una

série de quimiotips basant-se en la seva estructura química. Així mateix, s'ha intentat
utilitzar mutants R d'algunes espécies com a possibles vacunes (Stanislavsky, 1997).
En el nostre cas, l'interés per generar mutants R tenia com a objectiu la generació de
mutacions en els gens implicáis en la biosíntesi del nucli del LPS que ens permetessin
estudiar la funció deis diferents gens. El primer pas va consistir en aillar bacteriófags

específícs sobre diferents soques de S. marcescens.

3.1 Aillament de bacteriófags específícs sobre Serrada
marcescens N28b i 2170 O’

Per a 1'aillament de bacteriófags es va utilitzar la soca Serrada marcescens N28b, soca

de la qual havíem caracteritzat els gens waa. També es va utilitzar la soca Serrada
marcescens 2170 (serotip Os), ja que disposávem d'un mutant deficient en antigen O

pero amb el nucli complet (Palomar, 1996). L'abséncia d'antigen O hauria de facilitar la
recerca de mutants R. La utilització d'un serotip diferent a l'utilitzat per seqüenciar els

gens waa venia avalat pels resultats de variabilitat generáis en el nostre laboratori

(Abitiu, Tesi doctoral en preparació) en qué la regió waa seqüenciada fins al moment

estava conservada en tots els serotips de Serrada marcescens.

Els bacteriófags es va obtenir a partir de mostres d'aigües del rius Besos i Llobregat

proporcionades pels estudiants de práctiques de l'assignatura de Microbiología general.
Es van obtenir 10 fags per a la soca N28b i 8 fags per a la soca 2170 O' (Taula 3.1)
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Taula 3.1: Bacteriófags obtinguts a partir de les soques Serrada marcescens N28b i Serrada marcescens

2170 07

BACTERIÓFAGS

OBTINGUTS AMB LA SOCA

TITULACIÓTITULACIÓBACTERIÓFAGS

OBTINGUTS AMB LA SOCA

2170 ON28b

1,9. 10117,2.10* 4.223.3

7,05. 10* 6,3. 1091.3.11.2

4,5. 10102,4. 10y 1.2.11.1.1

5,3. 10s 3,7. 10y21.1.1 1.1

1,6. 10109,4. 10823.2 4.1

6?W 1,1. 101021.1.3 1.3.2

1,0. 1011 2,3. 10104.0 13.2.1

2,0. 1010 2,0. 10826.2 13.2.2

4,3. 101015.13

9,3. 10315.12

L'aspecte de les calbes de lisi va diferir segons la soca. En el cas de la soca N28b les
calbes produides pels bacteriófags van donar un aspecte térbol indicant que el

bacteriófag duia un procés lisogénic . En canvi, els bacteriófags que infectaven la soca

2170 0‘ van produir calbes molt clares indicant que els bacteriófags produien un forta
activitat lírica.

3.2 Obtenció de mutants resistents ais bacteriófags.

L'obtenció de mutants es va dur a terme seleccionant les colónies que van créixer a les
zones de lisi. Aqüestes colónies es van aillar i es va comprovar la resistencia al

bacteriófag a través d'un creixement confluent de la soca resistent i l'addició duna gota

del bacteriófag a la superficie de la placa.
En el cas de la soca 2170 O'es van obtenir 8 soques resistents (2 resistens al bacteriófag

1.1,3 resistents al bateriófag 1.3.1 i 3 resitents al bacteriófag 4.2).
En la soca N28b, es van obtenir 14 soques resistents (2 resistents al bacteriófag 1.1.1, 5
resistents al bacteriófag 1.2, 2 resistents al bacteriófag 21.1.1, 1 resistent al bacteriófag
23.2 i 4 resistents al bacteriófag 23.3).

170



Resultáis

Els diferents mutants i les soques 2170, 2170 O" es van assajar en front a tots els
mutants de qué disposávem. Com es pot comprovar en la taula 12.2.1, els mutants

obtinguts presentaven nivells de resisténcia eleváis a gairebé tots els bacteriófags.

Taula 3.2 Sensibilitat de diverses soques ais bacteriófags aillats. RR=Alt nivell de resisténcia,
R=Resisténcia intermitja, S=Sensibilitat.

2170 O2170 2170 O
'ÍM- C;:,
1.1 M5

2170 O N28bSOCA/ N28b 1.2 M4 N28b 1.2 Ms
í

FAG 4.2 M3

S R RR RR S RR RR1.1

S s RR S4.2 RR RR RR

S s s13.2.2 RR RR RR RR

S s sRR RR RR RR1.2.1

S S4.1 RR RR S RR RR

S R RR RR S1.3.2 RR RR

S S s1.3.1 RR RR RR RR

S s s13.2.1 RR RR RR RR

SR RR RR S23.3 RR RR

R RR S S21.1.3 RR RR RR

S S1.1.1 R RR RR RR RR

S s1.2 R RR RR RR RR

S21.1.1 RR R RR RR SR

23.2 R SRR RR RR RR RR

S S15.12 RR RR RR RR RR

S26.2 RR RR RR S RR RR

S4.0 S RR RRR RR RR

15.13 S RR SR RR RR RR

3.3 Obtenció del mutant R de Serrada marcescens 2170 4.2

M3.

El LPS de tots el mutants obtinguts es va analitzar a través de gels de LPS. Tal com es

pot observar en les figures 3.1 i 3.2, es va obtenir un mutant deficient amb antigen O i
amb un nucli més curt de la soca 2170 O'. Es tracta del mutant 2170 O' 4.2 M3. Per tal

de comprovar que el nucli era diferent respecte la soca parental 2170 (T, es va analitzar
el LPS de les dues soques per gels de nucli.
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Figura 3.1 Análisi del LPS de soques de Serratia mcircescens 2170 resistents a diversos bacteriófags. S.
marcescens 2170 (Carril 1), S. marcescens 2170 0'(Carril 2), S. marcescens 2170 1.1 M5(Carril 3), S.
marcescens 2170 1.1 M^Carril 4), S. marcescens 2170 1.3.1 Mg(Carril 5), S. marcescens 2170 1.3.1

M7(Carril 6), S. marcescens 2170 1.3.1 M3 (Carril 7), S. marcescens 2170 4.2 M2(Carril 8), S. marcescens

2170 4.2 M|(C.arril 9), S. marcescens 2170 4.2 M3(Carril 10).

123456789 10

Figura 3.2 Soques de la soca de Serratia marcescens N28b resistents a diversos bacteriófags. S.
marcescens N28b (Carril 1), S. marcescens N28b 1.1 M2 (Carril 2), S. marcescens N28b 1.2 M4 (Carril 3),
S. marcescens N28b 1.1 M7 (Carril 4), S. marcescens N28b 1.2 M5 (Carril 5), S. marcescens N28b 1.2 Mc

(Carril 6), S. marcescens N28b 1.2 M8 (Carril 7), S. marcescens N28b 1.2 M7 (Carril 8), S. marcescens

N28b 21.1.1 M4 (Carril 9), S. marcescens N28b 23.2 Mg (Carril 10), S. marcescens N28b 21.1.1 M7

(Carril 11), S. marcescens N28b 23.3 M2 (Carril 12), S. marcescens N28b 23.3. M4 (Carril 13), S.
marcescens N28b 23.3 M5 (Carril 14), S. marcescens N28b 23.3 M3 (Carril 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 91011 12 13 1415
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3.4 Caracteriízació del mutant per complementació amb

diferents plásmids.

Per tal d'establir en quin gen s'havia produít la mutació del mutant 2170 4.2 M3, es va

dur a terme un estudi de complementació amb diferents plásmids generáis al llarg

d'aquest treball i d'altres generats en el nostre grup d'investigació.
En primer lloc, es va transformar el mutant per electroporació amb els següents

plásmids: cosRll, pNP9, pSKF41, pWSK1848, pGEMT-waag (Coderch, Tesi doctoral
en preparació). A través de l'análisi del LPS de les soques transformades, es va

determinar que només la soca 2170 4.2 M3 que contenia el cosRll complementava la
mutació (Figura 3.3).

Figura 3.3 Gel de LPS a partir del LPS de les soques S. marcescens 2170 4.2 M3 pGEMT-

waaO (Carril 1 i 2), S. marcescens 2170 4.2 M3 pSKF41 (Carril 3 i 4), S. marcescens 2170 4.2 M3

cosRll (Carrils 5 i 6),), S. marcescens 2170 4.2 M3 pNP9 (Carril 7 i 8), ), S. marcescens 2170 (Carril
9 i 10).

123456789 10

Donat que el plásmid pNP9 no complementava la mutació i el cósmid cosRl 1 si que la

complementava, es va establir que els possibles gens que podrien complementar la
mutació haurien de ser els presents en el plásmid cosRl 1 (waaG i waaQ-\\) i absents en

el plásmid pNP9 (que conté només una part del gen waaG).
Per tant, es va procedír a transformar els plásmids pGEMT-waaG i pGEMT-waaQ-ll

(Coderch, Tesi doctoral en preparació) en el mutant. Igualment, els transformants que

contenien els plásmids es van analitzar a través de gels de LPS. Es va poder observar
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que el mutant transformant amb el plásmid pGEMT-waaG complementava la mutació i
regenerava 1 'antigen O.
Aixó suggereix que el gen waaG podria estar mutat en el mutant R.

Figura 3.4 Análisi deis LPS del mutant de S. marcescens 2170 4.2 M3 transformat amb amb els plásmids

pGEMT-waaOII i pGEMT-waaG: S. marcescens 2170 4.2 M3 pGEMT-w'aaOII (Carrils 1, 2, 3 i 4), S.
marcescens 2170 4.2 M3 pGEMT-waaG (Carrils 5, 6 i 7), S. marcescens 2170 4.2 M3 (Carrils 8, 9 i 10).

1234 567 89 10

La relació entre mutació en el gen waaG i resisténcia a determináis bacteriófags
encaixaria amb l'efecte pleiotrópic observat en mutants waaG d'altres especies (Parker,
1992 ). L'efecte pleiotrópic d'aquests mutants inclou la pérdua de flagell, pilis, fímbries
i supressió de l'expressió de proteines de membrana externa.
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4. IDENTIFICACIÓ DELS GENS waa DE S.

marcescens RESPONSABLES DE LA MODIFICACIÓ

DEL LPS EN E. coli

Identificada una part important deis gens implicats en la biosíntesi del nucli del LPS de
S. marcescens, es va decidir determinar quins d'aquests gens eren els responsables de
modificar el LPS á'E. coli per tal de conferir resistencia a la bacteriocina 28b.
Esbrinar quins eren aquests gens i determinar com alteren el LPS á'E. coli ens hauria de
donar una bona idea de quina podía ser la seva funció en la biosíntesi del nucli de
Serratia marcescens.

Per abordar aquest estudi, es va procedir en primer lloc a la construcció d'un total de 6
subclons que, juntament amb el pSKF41, cobrien tota la regió estudiada per

seqüenciació. Amb cadascun d'aquests subclons es va determinar si eren capaqos de
modificar el LPS á'E. coli analitzant els fenotips de resisténcia a la bacteriocina i la
mobilitat electroforética del LPS.

4.1 Construccció de subclons

Els subclons construios a partir del plásmid subFGR2 i els gens que contenen s'indiquen
de forma esquemática en la Figura 4.1. El plásmid pNP9 es va obtenir per digestió del

plásmid subFGR2 amb els enzims Sall-Kpnl i relligació d'una banda de 11Kb que

contenia un insert de 7,1 Kb. El subclonatge del gen waaE es va dur a terme per digestió
d'una banda EcoRV-EcoRV de 1,8 Kb a partir del plásmid pSKF41. Aquesta banda es

va lligar al plásmid pWSK29 (Figura 4.2). El subclonatge de gens distáis va generar els

plásmids pWSKSl, pWSKS2 i pWSK2346 (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Construcció de suclons a partir del plásmid subFGR2.

BamHl/
m3A

NotVEagl
EcoRV BanñM KpnlEcoRV

NotVEagl'cmiYR
BamYíX

X
AwaaG waaB waaQ waaA waaE kdíB fpg rpmGIi radC

pNP9 (pACYC) ,

Y////////////////////////////////Y//Y///////YY//7///////Y///:////AV

pSKF41 (pSK)

pWSKS2 (pWSK) pWSKSl (pWSK)
pWSK1848 (pWSK)
•vwwvvv1

pWSK2346(pWSK)

Figura 4.2 Esquema del plásmid pWSK1848 que conté el gen waaE.

EcoRV

AKdtB

Xmn I

f1 ori EcoRV

Ap lacZ

pWSK1848
AwaaABgl ir

pSC101 ori
EcoRV
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4.2 Fenotips conferits pels subclons a E. coli
Amb els diferents subclons es va analitzar la mobilitat del LPS en gels de poliacrilamida
SDS-PAGE-Tricina i el nivell de resistencia a la bacteriocina. Amb algunes de les

soques que presentaven nivells de resistencia superiors a la soca control es va dur a

terme una extracció de LPS peí métode de PCP i es va analitzar la composició en sucres

neutres i Kdo.

4.2.1 Fenotip de resistencia a la bacteriocina i de mobilitat en gels de

poliacrilamida SDS-PAGE. Estudis de composició.

Tots els plásmids generats van ser transformáis a la soca á'E. coli NM554 i es van

estudiar els fenotips de resistencia a la bacteriocina i el patró de mobilitat del LPS en

gels de poliacrilamida SDS-PAGE (Figura 4.5)
En línies generáis, es va detectar que canvis aparents en la mobilitat del LPS en gels de

poliacrilamida SDS-PAGE-Tricina coincidien amb un nivell elevat de resistencia a la
bacteriocina. Canvis poc aparents es van correlacionar amb un fenotip de resisténcia

parcial a la bacteriocina. Finalment, en les soques que no es van detectar canvis de
mobilitat del LPS tampoc es van detectar nivells de resisténcia a la bacteriocina. En la

Figura 4.4 es mostra alguns perfils de resisténcia/sensibilitat a la bacteriocina 28b.

Aquests experiments es van dur a terme com s'ha descrit en l'apartat de material i
métodes (5.2).
En aquells casos que tant els canvis de mobilitat com els nivells de resisténcia van ser

considerables es va analitzar la composició en sucres del LPS (Taula 4.2). En aquesta

taula no es mostra la composició del LPS de la soca NM554 pWSK1848 que transporta

el gen waaE ja que aquest LPS es va analitzar més extensament posteriorment (apartat 5
de Resultats)

En la Figura 4.3 es descriuen els diferents fenotips observats per totes les soques

recombinants que contenen gens involucráis en la biosíntesi del nucli del LPS. En línies

generáis es va detectar nivells de resisténcia elevats en les soques que transportaven els

plásmids cosRll, cosFGR2, subFGR2 i pNP9 i nivells de resisténcia parcial en els

soques que transportaven els plásmids pSKF41 i pWSK1848. Les soques que

transportaven plásmids amb gens distáis van presentar un fenotip de sensibilitat a la
bacteriocina. En les soques control es va observar un perfil composat per dues bandes.
En les soques amb resisténcia elevada a la bacteriocina es va observar un perfil format

177



Resultáis

per només una banda. En els casos de resisténcia parcial a la bacteriocina, els canvis de
mobilitat van ser poc aparents.

L'análisi de composició de sucres neutres i de Kdo no va aportar molta informació
sobre els canvis que es poden produir en les alteracions de la mobilitat del LPS.

Figura 4.3 Fenotips presentáis per totes les soques recombinants d'E. coli NM554 que transporten

plásmids derivats deis cósmids origináis cosFGR2 i cosRl 1.

Hásnid Fenotip
Resistencia

Patró
bandes
de LPS

B«S1
til

cosRll ■ RR
-Rie-U» troKTJOJ tMRTJ2S7 | ounu

I EKS IESS fSSS»
Um—L.UJU i±.
«O »«£ LhS &, T-.C hJC ib b.II*

RR 1
subFGR2 ■

RR 1

pSKF41 : R 2

pVBK1848 y,

subRll wm

R 2
S 2
S 2

pVSKS2 M
S 2

pVSKSl
S 2

PWSK2346 ™
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Figura 4.4 Assaigs de sensibilitat a la bactericina 28b de les soques NM554 subFGR2, NM554 pWSK i
NM554 pWSK1848.
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Figura 4.5 Análisi del LPS mitjanqant gels de SDS-Tricina-PAGE de les soques d'E. coli NM554
supéreos (Carril 1), NM554 cosRll (Carril 2), NM554 supéreos (Carril 3), NM554 subRll (Carril 4),
NM554 supéreos (Carril 5), NM554 cosFGR2 (Carril 6), NM554 pACYC (Carril 7), NM554 subFGR2
(Carril 8), NM554 pNP9 (Carril 9), NM554 pSKF41 (Carril 10), NM554 pWSK (Carril 11) i NM554

pWSK1848 (Carril 12).

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Els resultats obtinguts suggereixen que el gen waaE per si sol confereix un nivell de
resistencia a la bacteriocina 28b significatiu. El fet que no s'aprecien modificacions

importants en el perfil electroforétic del LPS suggereix que les modificacions han de ser

molt subtils.

Taula 4.1 Rendiments obtinguts amb l'extracció de LPS i quantifícació de sucres neutres i Kdo.

CÉL.LULES DESHIDRATADES LPS OBTEVGUT RENDIMENTSOCA

NM554 pACYC 0,89 %1, 21 g 10,8 mg

3,28 %NM554 pNP9 1,04 g 34,2 mg

NM554 pSK 1,25 g 9,0 mg 0,72 %

1,55 g 0,66 %NM554 pSKF41 10,3 mg

A partir de lmg de cada LPS, es va dur a terme el procediment de derivatització a

alditols derivats i a continuació es va analitzar per Cromatografía de Gasos. A partir de
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0,5 mg de LPS es va quantificar la quantitat de Kdo total mitjanqant el métode
colorimétric (Taula 4.2 )
Taula 4.2 Composició quantitativa deis LPS de les soques recombinants NM554 pACYC, NM554 pNP9,
NM554 pSK i NM554 pSKF41.

Glc KdoLPS L,D-Hep

(nmols/mgLPS)(nmols/mgLPS) (nmols/mgLPS)
NM554 pACYC 215,47 125,00380,60

384,35NM554 pNP9 1492,96 267,46

NM554 pSK 208,70 358,70 150,98

NM554 pSKF41 450,89 1650,98 230,76

4.2.2 Estudis fenotípics en la soca NM554 que transporta dos plásmids.

Per tal d'estudiar la influencia deis gens distáis, no relacionáis en principi amb la
biosíntesi del nucli del LPS, es van dur a tenne estudis fenotípics amb la soca á'E. coli
NM554 transformada amb dos plásmids: un que transportava gens waa i l'altre que

transportava gens distáis. Per aquests experiments es van utilitzar els plásmids descrits
anteriorment pWSKSl i pWSKS2. Com a plásmid que transportes gens waa es va

utilitzar l'insert contingut en el plásmid pSKF41, el qual es va alliberar a través de

digestió amb Bamül i es va lligar al plásmid pACYC 184. El plásmid generat (anomenat

pACYCF41) es va transformar en la soca NM554. La soca resultant es va transformar

per una banda amb el plásmid pWSKSl i pWSKS2. Tal com es pot comprovar en la
taula 4.2, no es van observar canvis en els fenotips de les soques resultants.

Taula 4.2 Estudis fenotípics de les soques NM554 pACYCF41-pWSKSl i NM554 pACYCF41-

pWSKS2.

PLASMIDS PATRÓ DE BANDES DE LPSSOCA BACTERIOCINA

NM554 pACYCF41

pWSKSl

R 2

pACYCF41

pWSKS2

NM554 R 2
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4.3 Análisi mutacional delplásmidpNP9

El plásmid pNP9 va resultar ser el subclon més petit que confereix el nivell de
resistencia més gran a la bacteriocina 28b i modifica clarament la mobilitat del LPS d'E.
coli. Per confirmar els resultats de l'apartat anterior, es va procedir a mutagenitzar

aquest plásmid amb el transposó miniTni. Aquest plásmid contenia la majoria deis gens

que volíem estudiar quant a la seva influencia en el fenotip de resistencia a la
bacteriocina i a falteració de la mobilitat de LPS en gels de poliacrilamida. Per una

banda, volíem descartar que els gens fpg, rpmG i rpmB poguéssin intervenir d'alguna
manera en la producció d'aquest fenotips. Per altra banda, volíem obtenir mutants per

inserció tant deis gens de la regió kdt (especialment del gen waaE) i deis gens waaB i

waaQ.
Els experiments de mutagénesi per transposició es van realitzar per conjugació tal com

es descriu en l'apartat 8.12.3 del capítol de Material i métodes. La selecció de les
colónies conjugants es va realitzar amb els antibiótics Kanamicina i Cloramfenicol.
Com a soca receptora es va utilitzar la soca E. coli NM554 pNP9 i com a soca donadora
es va utilitzar la soca E. co//SMl 0(L pyr). Els plásmids obtinguts es van caracteritar, en

primer lloc, per restriccions i a continuació es va identificar el punt d'inserció

mitjanqant reaccions de seqüenciació amb les cebadors del transposó IS1 i ISO (Taula

4.3) a una temperatura d'hibridació de 50 °C.

Taula 4.3 Seqüéncia deis cebadors utilitzats per determinar la posició de els insercions de miniTn5.

SEQÜÉNCIACEBADOR

ISI 5'-CTGTCTCTTGATCAGATCT-3'

ISO 5'-ACTTGTGTATAAGAGTC AG-3

En total, es van obtenir 44 plásmids diferents, cadascun d'ells amb una inserció. Per tal

de caracteritzar-los, es van dur a terme restriccions amb els enzims BamUl i EcoRV. El

patró de restricció del plásmid pNP9 amb l'enzim BamHl va donar 3 bandes de 5180 pb

(on es troba la regió kdt), 4069 (regió on hi ha el vector pACYC184), 1797 (regió on es

troben els gens fpg, rpmG i rpmB). També es va usar l'enzim EcoRV que talla el

plásmid pNP9 en tres fragments: un de 6,8 Kb (conté el vector més els gens waaB i

waaQ), un de 2,3 Kb (conté els gens fpg, rpmG i rpmB) i un de 1,8 Kb (conté la regió

kdt). L'alteració en el patró de restricció en una d'aquestes bandes va permetre conéixer
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en quina regió es trobava la inserció. Les insercions que es van produir en la regió del
vector no van ser caracteritzades.

En la Taula 4.4 i en la Figura 4.6 es mostra la localització de les insercions d'alguns
deis plásmids aillats i caracteritzats.

Taula 4.4 Plásmids derivats del plásmid pNP9 que contenen insercions amb mini Tn5.
RR= elevat nivell de resisténcia a la bacteriocina 28b. o=orientació de transposó en qué el gen de
resistencia a la Kanamicina es transcriu en la mateixa direcció que el gen waciA. •=orientació del

transposó en qué el gen de resisténcia a la Kanamicina es transcriu en direcció oposada al gen waaA.

POSICIÓ REGIÓPLÁSMID ORIENTACIÓR/S A LA BACTERIOCINA

1235 waaBpNP9R16 RR o

waaBpNP9Rl 5 1390 RR o

waaA SpNP9S28 2820

waaApNP9S9 2844 S o

waaA SpNP9S39 2950 o

waaA SpNP9S30 2954 O

waaA SpNP9S26 3020 o

pNP9S40 3065 waaA S

pNP9S37 waaA S3088

waaA SpNP9S29 3092

waaApNP9S44 S3110

pNP9S27 waaA S3130 o

pNP9S42 waaA S3510 O

pNP9S36 waaA3700 S o

waaApNP9Sl S3963

pNP9R20 pACYC184 RR

pACYC184pNP9R25 RR

pNP9R3 5 pACYC184 RR
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Figura 4.6 Mapa d'algunes de les insercions en el plásmid pNP9.

S2S?S9
SIR15

S26

R16

*
waaQwaaB

pNP9

7L72 bp

Malhauradament, tal com es mostra en la Taula 4.4 i en la Figura 4.6, només es van

trobar insercions en els gens waaB i waaA. No es van trobar insercions en els gens

waaE ni en els gens distáis que volíem estudiar.

Aquests resultáis suggereixen que l'expressió del gen waaB de Serratia marcescens en

E. coli NM554 no está involucrat en els fenotips de resistencia a la bacteriocina. El gen

waaA, en canvi, sí que hi podría estar involucrat o bé aquesta mutació podría teñir
efectes polars sobre l'expressió del gen waaE ja que l'expressió del gen waaA (tant de
S. marcescens com de K. pneumoniae) en E. coli NM554 no produeix cap alterado, ni
en gels de LPS ni quant a resistencia a la bacteriocina. Tenint en compte els resultáis de

l'apartat anterior, el gen waaE podria ser el responsable del canvi de fenotip. Els
resultáis obtinguts suggereixen que el gen waaE és capa? de modificar el LPS á'E. coli

per conferir resisténcia a la bacteriocina 28.
L'análisi per gels de LPS va demostrar les soques amb un fenotip de resisténcia a la
bacteriocina presentaven alteracions en la mobilitat deis gels de LPS. Les soques

sensibles a la bacteriocina no presentaven alteracions.
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5 MODIFICACIONS PRODUIDES PEL GEN waaE

DE S. marcescens EN EL LPS D E. coli I DE

Salmonella

Donat que el gen waaE produia un fenotip de resistencia parcial a la bacteriocina en la
soca d'E. coli NM554 es va procedir a estudiar els LPS de la soca control i de la soca

recombinant. A més, també es va estudiar els efectes produits per aquest gen en soques

de S. entérica que tenien mutacions en diversos gens waa.

5.1 Efecte produit sobre mutanís de Salmonella

Deis resultáis obtinguts exposats en els capítols anteriors sen desprenia que el gen

waaE era responsable deis fenotips de resisténcia a la bacteriocina i de l'alteració de la
mobilitat en gels de poliacrilamida SDS-PAGE. Per tal de descobrir el nivell d'actuació

d'aquest gen en la molécula de LPS substrat, es va dur a terme la transformació del

plásmid pWSK1848 en diferents soques mutants de nucli de LPS de Salmonella
entérica Typhimurium LT2. Els diferents mutants posseien els quemotips Re, Rdl, Rd2
i Re. En la Taula 5.1 es resumeixen les soques utilitzades i l'estructura del nucli del LPS
de cadascuna.

Taula 5.1 Característiques de les soques de Salmonella entérica que van ser transformades amb el

plásmid pWSK1848 que transporta el gen waaE de S. marcescens.

MUTACIÓNOM DE LA SOCA QUIMIOTIP ESTRUCTURA DEL NUCLI
SA1377 rfaC630 (Kdo)-Kdo-KdoRe

SL3789 rfaFSll Rd2 Hep

Kdo-Kdo-(Kdo)

rfaG489 gal1-851SL3854 Rdl Hep - Hep

Hep

Kdo-Kdo-(Kdo)
galE409SA2381 GlcRe

Hep - Hep

Hep

Kdo-Kdo-(Kdo)
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Cadascuna d'aquestes soques va ser estudiada junt amb la soca recombinant que

transportava el plásmid pWSK1848. El LPS de les respectives soques es va estudiar a

través de gels de poliacrilamida SDS-PAGE-Tricina (gels de nucli). Tal com es pot

observar en la Figura 5.1, el patró obtingut de LPS es veu modificat en les soques

SL3854 i SA2381 quan expressen el gen waaE. No s'observen canvis en les soques

SA1377 i SL3789.

Aquests resultats suggereixen que les modifícacions ocasionades per la proteína WaaE
estarien a nivell de la Hepl o de la HepII.

Figura 5.1. Gel de SDS-PAGE en tampó tricina en qué es mostren els LPSs de les soques: SA1377 (carril

1), SA1377 pWSK1848 (carril 2), SL3789 (carril 3), SL3789 pWSK1848 (carril 4), SL3854 (carril 5),
SL3854 pWSK 1848 (carril 6), SA2381 (carril 7), SA2381 pWSK1848 (carril 8)

12345678

5.1.1 Análisi química del LPS de la soca recombinant de Salmonella.

Donat que la soca de Salmonella waaG', amb un quimiotip Rdl, presentava alteracions
en la mobilitat del LPS en gels de poliacrilamida quan expressava el plásmid
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pWSK1848, es va decidir també analitzar el LPS, juntament amb el LPS de la soca

control (Salmonella waaG').
Es van dur a terme cultius a 37°C durant tota la nit de 5 1 de TSB. Donat que, en els dos

casos, es tractava de LPS de tipus R, es va utilitzar el procediment d'extracció amb PCP

(Apartat 9.1.2 de Material i Métodes). Les quantitats obtingudes en cada cas es mostren
en la Taula 5.2.

Taula 5.2 Quantitats obtingudes en l'extracció del LPS a partir de 5 1 de cultiu.

GRAMS

CÉL.LULES

DESHIDRATADES

DE DE LPS RENDIMENTSOCA BACTERIANA mg

OBTINGUTS

■

Salmonella entérica waaG 2,75 %3,88 g 106,7 mg

Salmonella entérica waaG 1,68 %2,17 g 36,6 mg

pWSK1484

Una vegada obtingut el LPS, es va partir de 1 mg de mostra per dur a terme el

procediment de derivatització a alditol derivats. A continuació, es van analitzar els
sucres neutres per Cromatografía de Gasos i a partir de 500 mg de LPS procedent de les
dues soques es va dur a terme la determinació colorimétrica de Kdo. Les concentracions

obtingudes de nmols de sucre per mg de LPS en cada cas es mostren en la Taula 5.3.

Taula 5.2 Composició en sucres neutres i Kdo del LPS de les soques de Salmonella waaG" i Salmonella
waaG pWSK1848.

LPS Glc L,D-Hep

(nmols/mgLPS)

Kdo

(nmols/mgLPS) (nmols/mgLPS)
LPS Salmonella entérica 31,87 186,57 159,59

waaG

LPS Salmonella entérica 227,87 250,00 155,58

waaG pWSK1484

Tal com es pot observar en la Taula 5.3, existeixen diferéncies importants en la

composició del LPS de les dues soques. En la soca control, la preséncia de Glc és molt
baixa i, per tant, es pot considerar com a contaminant de la preparació de LPS. La soca
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recombinant, en canvi, va donar nivells elevats de Glc. Aquest fet suggereix que

l'expressió del gen waaE en mutants de Salmonella podria donar lloc a la transferencia
d'un residu addicional de Glc en el LPS d'aquestes soques. Per tant, el producte génic

podria teñir la funció de glucosil transferasa.

Figura 5.3 Análisi del LPS després de l'extracció amb PCP. LPS de la soca Salmonella entérica waaG~
pWSK1484 (Carrils 1 i 3) i Salmonella entérica waaG' (Carrils 2 i 4).

•
•

lili
. .... ' .. ..

■

:
K

msA

5.2 Análisi química del LPS de les soques NM554 pWSK i
NM554 pWSK1848.

Donades les diferencies fenotípiques observades préviament entre la soca NM554

pWSK i la soca NM554 pWSK1848 (que expressa el gen waaE) es va decidir analitzar

químicament la molécula del LPS corresponent a les dues soques.

En els dos casos 1' extracció de LPS es va dur a terme peí métode del PCP (descrit en 1'

apartat 9.1.2 de material i métodes). Es va dur a terme, en primer lloc, un cultiu de 30
litres a partir del qual es van obtenir aproximadament 20g de cél.lules deshidratades.
L' obtenció de LPS es va dur a terme mitjanpant diversos processos d' extracció amb
PCP. En molts deis processos el rendiment obtingut va ser aproximadament del 3%. En

els casos en qué es va detectar una preséncia elevada de proteines i ácids nucleics va ser

necessari dur a terme un pas posterior de purifícació del LPS mitjangant tractament amb
enzims (nucleasa, DNAasa, RNAasa i Proteinasa K) i ultracentrifugació tal i com es
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descriu en 1' apartat de material i métodes. A partir deis LPS purificáis es va dur a terme

1’ análisi química.

5.2.1 Determinado colorimétrica del contíngut en Kdo, glucosamina i

fosfat.

Aqüestes determinacions es van dur a terme mitjanqant els procediments descrits en 1'

apartat de Material i métodes (apartat 9.3) Els valors obtinguts es mostren en la Taula
5.4.

Taula 5.4 Análisi de la composició del LPS de les soques NM554 pWSK i NM554 pWSK1848

mitjanqant métodes colorimétrics.

Pinorgánic

(nmols/mgLPS)

LPS GlcN

(nmols/mgLPS)

Kdo Ptotal
m

(nmols/mgLPS) (nmols/mgLPS)
NM554 pWSK 481,20 417,19 1285,80 96,84

NM554

pWSK1848

473,00 415,36 1410,79 78,45

Com es pot observar, en cap deis casos les diferencies van ser molt importants.

5.2.2 Determinado per Cromatografía de gasos del contíngut en sucres

neutres i ácids uronics.

La determinació quantitativa per Cromatografía de Gasos es va dur a terme després del
tractament de les mostres destinat a convertir els monosacárids en alditol deriváis

(apartat 9.8.1 de material i métodes)
Els valors obtinguts són els que mostra la Taula 5.5. En el cas de la determinació
d' ácids uronics no es va detectar preséncia d' ácids uronics en cap deis casos.

Donat que la determinació quantitativa deis components presents en les mostres no ens

va aportar la suficient informado per detectar diferéncies es va procedir a 1' análisi de
les mostres per Espectrometría de Masses.
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Taula 5.5 Análisi de composició mitjanpant Cromatografía de gasos deis LPS de les soques NM554

pWSK i NM554 pWSK1848.

LPS Glc (nmols/mg LPS) L,D-Hep (nmols/mg LPS)
NM554 pWSK 200,95287,44

NM554 pWSK1848 287,64 304,55

5.2.3 O-desacilació deis LPS i análisi per MALDI-TOFF

El tractament deis LPS amb hidrazina va permetre hidrolitzar els dos enllapos ester

presents en el lípid A i per tant aconseguir un augment de la solubilitat de les mostres.

Es va partir d'uns 100 mg de LPS i després de la hidrazinolisi es van obtenir uns 75 mg

de mostra deis quals es van utilitzar 0.5 mg per a 1’ análisi per espectrometría de masses.

El tractament previ a F análisi está descrit en F apartat de material i métodes.
En la Figura 5.4 es mostren els dos espectres obtinguts. Com es pot veure, en primer
lloc es pot apreciar la presencia d’ una heterogenicitat elevada que, donada la

composició fíxa del lípid A, correspon al nucli. En segon lloc, es pot apreciar una

diferéncia en els dos espectres. En concret en la mostra corresponent a la soca NM554

pWSK1848 apareix un pie d’ una massa molecular de 1938.8 en la qual un grup fosfat
hi estaría absent (Taula 5.6) Aquest fosfat que manca correspon a un fosfat del nucli
donat que els dos fosfats del lípid A hi són presents (massa molecular del lípid A des-O-
acilat correspon al primer pie i és igual a 952.1). L'espectre obtingut deis dos LPS

permet establir amb exactitud la distribució de pies en la soca control NM554. Aquest

espectre posa de manifest la presencia de Glc i de fosfat. La distribució de pies mostra

que la presencia del segon grup fosfat només es dona si hi ha la preséncia deis tres

residus d'Hep. Aquest fet dona informado sobre l'ordre que es deu dur a terme en la

biosíntesi del nucli del LPS.

En la Taula 5.6 es resumeixen les masses moleculars obtinguts en els dues mostres i la

possible composició a qué corresponen.
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Taula 5.6 Composició proposada a partir deis espectres realitzats amb els LPS des-O-acilats de les

soques NM554 pWSK i NM554 pWSK1848.

COMPOSICIÓ PROPOSADAMASSALPS
i«s

MOLECULAR

lipiA-O-desacilat952,1NM554 pWSK

Glc,Hep2,Kdo2,lípiA-0-desacilat1798,9

P,Glc,Hep2,Kdo,lípiA-0-desacilat1921,9

PGleHep2Kdo2lípiA-0-desacilat2018,9

P2GlcHep2Kdo21ípiA-0-desacilat2098,7

P,PE,Glc,Hep2Kdo2.lípiA-0-desacilat2142,1

P3,Glc,Hep2jKdo2jlípiA-0-desacilat2178,8

P2,PE,Glc,Hep2.Kdo2HpiA-0-desacilat2222,6

P2,Glc,Hep3Kdo2lípiA-0-desacilat2291,0

P3,Glc,Hep3jKdo2HpiA-0-desacilat2371,0

P2,PE,Glc,Hep3Kdo2lípiA-0-desacilat2424,0

P4,Glc,Hep3Kdo2.lípiA-0-desacilat2450,6

lipiA-O-desacilatNM554 pWSK1848 952,1

Glc,Hep2,Kdo,lípiA-0-desacilat1718,5

P,Glc,Hep2,Kdo2,llpiA-0-desacilat1798,9

P,Glc,Hep2,Kdo,lípiA-0-desacilat1921,9

Glc,Hep2,Kdo2,lípiA-0-desacilat1938,8

P,Glc,Hep2,Kdo2,lípiA-0-desacilat2018,8

P2GlcHep2Kdo21ípiA-0-desacilat2098,7

P,PE, Glc,Hep2 Kdo2JípiA- O-desaci lat2142,2

P3,Glc,Hep2.Kdo2lípiA-0-desacilat2178,8

P2,PE,Glc,Hep2Kdo2ilípiA-0-desacilat2222,8

P2,Glc,Hep3,Kdo2JípiA-0-desacilat2291,0

P3,Glc,Hep3Kdo2MpiA-0-desacilat2370,6

P2,PE,Glc,Hep3.Kdo2HpiA-0-desacilat2424,0

P4,Glc,Hep3jKdo2jlípiA-0-desacilat2450,6
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Figura 5.4 Espectres obtinguts després del tractament deis LPS amb hidrazina i análisi per MALDI. Un

pie majoritari de 1938,7 Da s'observa en el LPS de la soca recombinant i está absent en el LPS de la soca

control.
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5.2.4 Analisiper ESI
Paral.lelament, les mostres de LPS van ser hidrolitzades amb ácid acétic, purificades en

una columna de Superdex H-75 i a continuació amb Bio-gel P4 (Figura 5.5). El

cromatograma obtingut no permet distingir diferencies importants. La separació deis

oligosacárids mitjanqant aquesta columna permet obtenir una resolució més bona que

una columna G-50. Tot i aixó, no és suficient per separar els oligosacárids que

composen el nucli. L'única forma efectiva de fer-ho és mitjanqant PíPAEC.
A continuació, les diferents fraccions van ser analitzades per Electrospray (ESI) en els
condicions descrites en f apartat 9.11.2 de materials i métodes. Els resultáis obtinguts,
están d’ acord amb els anteriors. Un pie diferent s1 observa en el LPS de la soca

recombinant en que un grup fosfat no hi és present.

Figura 5.5 Perfil obtingut després de correr els nuclis deis LPS en una columna de gel-filtració Bio-gel
P4.

Partint que la diferéncia fíns al moment observada corresponia a la pérdua d' un grup

fosfat en el cas del LPS corresponent a la soca NM554 pWSK1848, es va procedir a dur
una série de tractaments de les mostres per tal d' observar si hi havia diferéncies en la
unió d' algún deis sucres presents en el nucli, glucosa o heptosa. En concret, es pretenia
determinar si la glucosa present en el LPS corresponent a la soca recombinant estava

unida per un enllaq a o bé per un enllaq P( 1 —>4). Per aixó es va dissenyar una série d'

experiments que ens permetissin distingir les posicions involucrades en els enllayos deis
diferents monosacárids (estudis de permetilació).
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5.2.5 Análisi deis monosacárids Permetilats per Cromatografía de Gasos
acoblada a Espectrometría de Masses.
Per tal de dur a tenne 1' análisi per permetilació va ser necessari dur a tenne el següent

ordre d' experiments. En primer lloc, des-O-acilació per tal de fer més solubles les
mostres i augmentar el rendiment del següent pas: la defosforilació (pas necessari per

estudiar les posicions d' enllap de les heptoses). A continuado, es va dur a terme un

tractament amb ácid acétic per tal d' hidrolitzar el lípid A. Finalment, es va dur a tenne

un procés de reducció per tal de protegir els grups del Kdo de possibles oxidacions
durant el procés de permetilació. El procés de pennetilació en si consta del tractament

amb 1' agent metilant, hidrólisi i derivatització a alditols derivats.

Aquest és 1' ordre que es va seguir. Els passos descrits no es van dur a terme en un altre
ordre ja que alguns d' ells poden ser incompatibles. Per exemple, no es pot dur a terme

un procés de defosforilació després del tractament amb ácid acétic perqué les condicions
ácides fortes en qué es duu a terme la defosforilació podrien afectar 1' estabilitat del
Kdo.

Es va iniciar el tractament amb uns 50 mg de mostra en cada cas i es van obtenir uns 5

mg de mostra al final del procés, els quals es van utilitzar per a la permetilació. Les

mostres, després de la permetilació i de la derivatització a alditol derivats, es van correr

per Cromatografía de Gasos en les condicions normáis. Els temps de retenció deis
sucres permetilats són inferiors ais temps deis sucres derivatitzats pels sistema habitual.
A continuació, es van analitzar per Cromatografía de Gasos acoblada a Espectrometría
de Masses.

L' espectre obtingut després de la permetilació va indicar que els sucres majoritaris són
els mateixos en les dues mostres i están units a través deis mateixos enllapos. Malgrat

aixó, es va detectar, encara que en una preséncia baixa, la 1,3,4,5-tetraacetil-Heptosa en

el LPS corresponent a la soca recombinant i no es va detectar en la soca control (Figura

5.6). Aquesta Fíep correspondria a FHep I unida per enlla? P(l—>4). En els dos casos,

es va observar els mateixos nivells de 1,5,7-triacetil-FIep i 1,3,5,7-tetraacetil-Hep que

correspondrien a FHepIL Per tant, encara que en poca proporció, FHepI de la soca

recombint estaría substituida en posició 4.

Aquest fet podría justificar la hipótesi que el gen waaE podría actuar com a glucosil
transferasa afegint un residu de glucosa en posició P(l—>4) . Tot i aixó no es podría
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descartar la possibilitat que la preséncia de 1,3,4,5-tetraacetil-Heptosa fos deguda a un

enllap amb algún fosfat remanent o bé a la unió amb un residu de glucosa.
Figura 5.6 Cromatograma obtingut del LPS de la soca NM554 pWSK1848 després deis tractaments de
permetilació i derivatització a alditol derivats on es va detectar la preséncia de 1,3,4,5-tetraacetil-Hep.
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5.2.6 Análisi deis LPSper HPAEC

A més de les análisis de permetilació, es va intentar analitzar les mostres per HPAEC.
Per tal de veure si hi havia diferencies degudes a una diferent distribució deis

monosacárids, es va dur a terme el procés de defosforilació i després el tractament amb
ácid acétic. Les mostres obtingudes es van analitzar mitjancant HPAEC en condicions
alcalines. Usant diferents gradents d' acetat sódic en condicions alcalines (pH=12) es va

poder observar que els cromatogrames mostraven un pie diferent, present en el LPS de
la soca recombinant i no present en el LPS de la soca control.
A més, també es va estudiar la distribució de pies en els dos LPS després d'un procés

d'hidrólisi amb acétic. L'análisi per HPAEC va posar de manifest la preséncia d'un pie
en el LPS de la soca NM554 pWSK1848 i absent en la soca NM554 pWSK (Figura 5.7)
D'acord amb les altres dades obtingudes fíns al moment aquest pie hauria de contenir
contenir un residu de Glc unit per enlla? (3(1 —>4) unit a l'Hep I i no hauria de contenir
un residu de fosfat en aquesta posició.
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Figura 5.7 Análisi per HPAEC deis LPS hidrolitzats amb ácid acétic de les soques NM554 pWSK i
NM554 pWSK1848. Condicions: gradent de 0-100% de NaOAc lMTNaOH 0,1 M en 55 min.

J NM554 pWSK1848
_Jr"

NM554 pWSKr

5.2.7 Análisi del pie diferencial presení en el LPS de la soca que

transporta el gen waaE

El pie observat en la figura 5.7 va ser aillat mitjanpant una columna d'HPAEC

preparativa. Per fer-ho es va partir de 500 mg del LPS de la soca NM554 pWSK1848 i
van ser hidrolitzats amb ácid acétic. La fracció polisacarídica es va correr en la columna

preparativa i a continuació es va purificar la fracció mitjanqant una columna G-10 per

tal d'eliminar les sais. Es va obtenir 1 mg d'aquesta fracció i es va analitzar per H-

RMN. L'espectre va presentar una senyal situada en la regió p. Aquest residu podria

pertányer a una Glc. Per tal de constatar-ho s'han dut a tenue análisis de RMN en dues
dimensions que establiran les posicions d'aquesta residu invocrades en l'enllaq.
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5.2.8 Relació entre estructura ifenotips

Aquests resultáis ens van indicar que segurament la diferéncia básica entre els dos LPS

corresponia a una manca de fosfat en el LPS de la soca recombinant. La falta de fosfat i
la presencia d'un residu de Glc en el seu lloc, podría explicar el fenotip observat
d’ alteració de la mobilitat en gels de LPS ja que la relació cárrega-massa es veuria
alterada.

Per altra banda, el fenotip de resisténcia a la bacteriocina observat en la soca NM554

pWSKl 848 també es podría explicar a través deis resultats obtinguts. S’ ha observat

que mutants de Salmonella entérica i d’ E. coli K-12 defícients en grups fosfats en el
nucli intem presenten un fenotip "deep-rough". Aquest fenotip produeix una disminució
en les protemes OmpF i OmpA (Schaitman, 1993; Raetz, 1996). Donat que aqüestes

proteines constitueixen un deis llocs d' unió de la bacteriocina 28b, la seva disminució

produida per 1' estructura de LPS descrita en la soca NM554 pWSKl 848 explicaría el

fenotip de resisténcia a la bacteriocina que presenta aquesta soca respecte a la soca

control.
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6 ANALISI QUÍMICA DEL NUCLI DEL LPS DE

Serratia marcescens

Donat que els estudis realitzats fins al moment estaven encamináis a caracteritzar

genéticament els gens implicáis en la biosíntesi del nucli del LPS, es va considerar
oportú dur a tenne una análisi química del nucli del LPS de Serratia marcescens.

Estudis previs ja s' havien dut a terme per Wang et al. (Wang et al., 1974)i per

Radziejewska-Lebrecht (Radziejewska-Lebrecht et al., 1990) i havien posat de manifest

que en el nucli de Serratia marcescens (0:8) hi havia present residus de GalA i de D,D-

Hep com a trets distintius .

L' análisi del nucli del LPS ens havia permetre teñir una idea més clara de la possible
funció deis gens seqüenciats. A més, la producció de mutants de cadascun d' aquests

gens requería conéixer 1' estructura del LPS de la soca parental per després poder
analitzar 1' estructura química del LPS del mutant i per tant desxifrar la funció del gen

en qüestió. A més, fins al moment, no es coneixia 1' estructura del LPS en cap deis

serotips de S. marcescens. Donades les semblances genétiques entre Serratia
marcescens i Klebsiella pneumoniae era d' esperar que 1' estructura del nucli del LPS en

Serratia marcescens fos semblant a les estructures descrites en Klebsiella pneumoniae

serotip 0:1 i serotip 0:8 .

6.1 Característiques del LPS extret

Per a 1' extracció del LPS es va partir de 30 1 de cultiu líquid. A partir de les cél.lules

deshidratades, es va procedir a 1' extracció a través del métode fenol-aigua (descrit en 1'

apartat de material i métodes). A partir d’ aquest cultiu es van obtenir 300 mg de LPS.
Es va utilitzar el métode de fenol-aigua donat que el LPS de la soca Serratia
marcescens N28b havia de ser un LPS de tipus S amb un antigen O la composició de la

qual ja estava descrita (Oxley, 1988).
Una vegada extret el LPS i purifícat amb enzims i ultracentrifugació es va dur a terme

una análisi prévia a través de gels de poliacrilamida SDS-PAGE. L' aspecte del LPS es

mostra en la Figura 6.1.
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Figura 6.1 Gel de poliacrilamida SDS-PAGE del LPS extret (Carrils 1 i 2).

En aquest gel, es va observar que el LPS semblava posseir la fracció corresponent a

1' antigen O en més baixa proporció del que és habitual. Per altra banda, es va poder

comprovar que la fracció corresponent al nucli presentava a més algunes bandes que

podien correspondre a LPS de tipus RS, és a dir, amb alguna repetició d' antigen O.

6.1.1 Composició quantitativa del LPS sencer

Amb el LPS sencer es va dur a terme una análisi quantitativa deis seus components a

través de métodes colorimétrics o bé a través de Cromatografía de Gasos. Per a Lanálisi
de la composició en sucres neutres i ácids urónics es va partir de 0,5 mg de LPS.
En la Taula 6.1 es mostra la concentració en sucres neutres i ácids urónics i en la Taula

6.2 es mostra la concentració de fosfat, GlcN i Kdo. Tal com es pot observar, el sucre

majoritari present en el LPS sense hidrolitzar és la glucosa. Aquest LPS es caracteritza

per la preséncia de D,D-Hep i d ácids urónics (GalA). La concentració de fosfat és
baixa i la concentració de fosfat orgánic (total-inorgánic) coincideix aproximadament
amb la concentració de GlcA unida peí carboni anoméric (GlciV total-GlcA lliure). Aixó

suggereix que el fosfat detectat está unit a la Glc/V i, per tant, no pertany a la fracció

polisacarídica sino que pertany al lípid A. L'abséncia de fosfat en el nucli del LPS
constitueix una altra característica important d'aquest LPS, que el diferencia deis LPS
caracteritzats en E. coli, Salmonella i Shigella i l'acosta ais LPS de Klebsiella, Proteus i
Yersinia.

Taula 6.1 Composició quantitativa en sucres neutres i ácids urónics en el LPS sencer de S. mcircescens.

Conc.

(nmols/mg
LPS)

Rha GIc GalMan L,D-Hep D,D-Hep GalA

LPS
S. marcescens

165,45 52,96 822,97 342,00 239,60 32,9 383
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Taula 6.2 Composició quantitativa en Kdo, fosfat i GlcvVdel LPS sencer de S. marcescens.

Fosfat Fosfat

inorgánic

GlcN 11 iu re GlcN totalConcentrado

(nmols/mg

Kdo

total

LPS)

109,22139,44 300,31 50,00 480,37LPS

S. marcescens

6.2 Hidrolisi del LPS amb ácid acétic. Separado de les diferents

fraccions

La hidrolisi amb ácid acétic al 1% permet separar la part polisacarídica del lípid A a

través de las ruptura de 1' enlla? entre el Kdo i la glucosamina.

Habitualment, es duu a terme un procés d'hidrólisi amb hidrazina seguit d'una hidrolisi
amb KOH que permet eliminar els ácids grassos pero mantenir el disacárid corresponent

al lípid A. En el nostre cas, aquest tractament no va ser possible ja que vam detectar la

preséncia d'ácids urónics (GalA). Els ácis urónics en condicions básiques poden sofrir
un procés de (3-eliminació, fet que dona lloc a la degradació de la molécula. Per tant,

Púnica alternativa per hidrolitzar el LPS era a través de la hidrolisi amb ácid acétic.
Abans de realitzar la hidrolisi amb tot el material de que disposávem, vam dur a terme

una hidrolisi prévia partint de 20 mg. Les condicions d'hidrólisi van ser: 90 °C i 90
minuts. Després de la ultracentrifugació es va liofílitzar el sobrenadant i es va aplicar a

una columna de Sephadex G-50. El cromatograma obtingut en aquesta columna va

posar de manifest la preséncia de 4 pies, dos deis quals eren majoritaris. Les fraccions

obtingudes es van anomenar: NP09A, NP09B, NP09C, NP09D. En la Figura 6.2 es

mostra el patró obtingut.
Taula 6.3 Quantitats obtingudes de cada fracció, després del tractament amb ácid acétic i de la separció
en la columna G-50.

Lípid A: 106.18 mg (42.5%)
Fracció polisacarídica: 118.81 mg(47.5%)
NP09A: 23.47 mg

NP09B: 1.77 mg

NP09C: 42.82 mg

NP09D: 23.02 mg
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Figura 6.2 Pies obtinguts per cromatografía de gel-filtració (G-50) després de la hidrólisi amb ácid acétic.
La fracció NP09C correspon a 1'oligosacárid del nucli.
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Després d' analitzar per CG les diferents fraccions obtingudes, es va dur a terme una

hidrólisi en les mateixes condicions pero a gran escala. Es va partir de 250 mg de LPS i
es van obtenir les quantitats que s'indiquen en la Taula 6.3 de cada fracció després del

pas d' ultracentrifugació i d' aplicació en la columna G-50 (Figura 6.2).

Taula 6.3 Quantitats obtingudes de cada fracció, després del tractament amb ácid acétic i de la separció
en la columna G-50.

Lípid A: 106.18 mg (42.5%)

Fracció polisacarídica: 118.81 mg (47.5%)
NP09A: 23.47 mg

NP09B: 1.77 mg

NP09C: 42.82 mg

NP09D: 23.02 mg

A partir d' aqüestes quantitats es va posar de manifest que es tractava d' un LPS de tipus
R o RS ja que la fracció corresponent al nucli estava en una proporció molt elevada

respecte a la resta de fraccions, especialment respecte a la primera fracció (NP09A) que

en altres condicions hauria d1 haver correspost a f antigen O (Taula 6.3).

202



Resultats

6.3 Caracterització per Cromatografía de Gasos de les fraccions

poli i oligosacarídiques

A partir de 0.5 mg de cada fracció es va dur a terme el procés d' hidrólisi i de
transformació a alditol derivats. A través de Cromatografía de gasos, es va poder
determinar la composició quantitativa en sucres neutres. Les quantitats obtingudes es

mostren en la Taula 6.4.

Taula 6.4. Composició quantitativa en sucres neutres de les fraccions obtingudes després de la hidrólisi
amb acétic. La concentració de Gal pot incloure també GalA.

Glc Gal D,D-HepMan L,D-HepConcentració Rha

(nmols/

mgLPS)

s¡

151,45fracció A 664,54 394,75 1788,80 1310,30

(NP09A)
fracció B 235,78 156,94 811,70 475,49 262,53

(NP09B)
fracció C 84,49 1124,06 723,90 367,98 2427,88161,44

(NP09C)
fracció D 111,99 38,10 109,2041,14

(NP09D)

A partir d' aqüestes concentracions, es va posar de manifest que la fracció NP09A no

corresponia a Lesperat antigen O ja que hi havia a més de glucosa i ramnosa la

preséncia de galactosa. La fracció NP09B contenia els mateixos sucres neutres que la
fracció NP09B i per tant va deixar-se d' estudiar. Peí que fa a la fracció NP09C, es va

posar de manifest que es tractava de la fracció corresponent a 1' oligosacárid del nucli
del LPS ja que s'hi va detectar la preséncia tant de L,D-Hep com de D,D-Hep.
A més, també es va detectar la preséncia de GalA en la fracció corresponent al nucli. Es
va mesurar per reacció colorimétrica la preséncia de fosfat. La concentració obtinguda
va donar un valor molt baix (50,89 nmols/mg LPS).
Els sucres presents en la fracció NP09D van fer pensar que en aquesta fracció es

trobaven sucres hidrolitzats i no un polisacárid ni un oligosacárid.
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6.4 Estudi de la primera fracció (NP09A).

L' estudi de la fracció NP09A es va dur a tenue per esbrinar si en alguna proporció 1'

antigen O s' havia expressat. Tenint en compte que si el polisacárid corresponent a 1'

antigen O estava present en aquesta fracció, aquest havia de ser neutre. Donat que altres
sucres estaven presents, era possible que en aquesta fracció existís una barreja de

polisacárids, alguns d' ells provinents possiblement de la cápsula. Tal com s’ ha descrit
en 1' apartat de la introducció (Apartat 3.2.4), existeixen diferents polímers acídics d'

origen capsular que s’ expressen conjuntament amb f antigen O. Per tant, era d' esperar

que en aquesta fracció existís algún polímer acídic.
Per tal de separar polímers neutres de polímers acídics, es va utilitzar una columna d'
intercanvi iónic (DEAE Sepharose CL6B). Es van aplicar 17.22 mg de fracció NP09A.
Es va correr la mostra utilitzant un gradent que anava des de condicions neutres (usant

aigua com a eluent) fíns a concentracions creixents de NaCl (0.1, 0.2, 0.3, 0.4 i 0.5M).
Es va detectar la presencia de sucres per TLC en la fracció neutra i en les condicions
0.2M. Aqüestes dues fraccions es van anomenar NP09Aneu i NP09A0.2. Aqüestes
fraccions es van purificar per diálisi i es van analitzar per Cromatografía de gasos i
RMN.

La composició en sucres neutres i ácids urónics per les dues fraccions es mostra en la

Taula 6.5.

Taula 6.5 Composició quantitativa de sucres de les dues fraccions separades per una columna
d'intercanvi iónic DEAE CL6B.

Concentrado Rha Man Glc Gal GalA
A

(nmols/mg

LPS)

NP09A-0.2M 634.5 301.87 2046.84 1200.6 164.8

NP09Aneu 3530,7

Peí que fa a la fracció neutra es va demostrar que no corresponia a V esperat antigen O

ja que només es va observar la presencia de glucosa. En el cas del polímer acídic es va

comprovar que posseia ácid galacturónic a més de ramnosa, mañosa, glucosa i

galactosa.
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6.5 Estudi de l' oligosacárid corresponent al nucli del LPS.

Separado per HPAEC.

Per tal d' estudiar el nivell d' heterogenicitat del nucli, es va dur a terme una separació

per HPAEC a nivell analític. En primer lloc, es va correr un petita part (15 pg ) de la
fracció en condicions neutres. Es van utilitzar condicions neutres ja que en condicions
alcalines la presencia d' ácid galacturónic podría provocar la roptura del polímer a través
d' un mecanisme de P-eliminació. Es van provar diferents gradents de solució salina.

Finalment, es va aconseguir un gradent en que els diferents pies quedaven ben separats.

Les condicions utilitzades van ser les següents:
1% d' acetat sódic, gradent fins al 8% en 30 minuts; del 25% al 28% des del minut 30 fins al minut 70;
100% d' acetat sódic fins al minut 80.

La Figura 6.3 mostra cromatograma amb la separació deis diferents pies.

Figura 6.3 Cromatograma obtingut per HPAEC on se separen els oligosacárids que composen el nucli del
LPS. La separació es va realitzar en condicions neutres.
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Una vegada obtingudes les condicions idónies, es va correr la mostra corresponent al
nucli en una columna preparativa en les mateixes condicions analítiques.
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Es van aplicar 42.82mg de mostra i es van obtenir un total de 6 fraccions ja que la
fracció A es va poder separar en dos pies donant la fracció A més la fracció F. Cada
fracció obtinguda es va purificar per gel-filtració a través d' una columna G-10 per tal
d'eliminar el contingut en sais. Per comprovar que cada fracció corresponia al pie
descrit inicialment es va recromatografiar una parí de cada fracció per comprovar que

els temps de retenció per a cada fracció eren els mateixos.
Les quantitats obtingudes per a a cada fracció són les que s'indiquen en la Taula 6.6.

Taula 6.6 Quantitats obtingudes de les fraccions que composen el nueli del LPS de S. marcescens N28b.

FRACCIÓ A: 2 15mg

FRACCIÓ B 5.28mg

FRACCIÓ C: 3 7mg

FRACCIÓ D 14.76 mg

FRACCIÓ E: 0,48 mg

FRACCIÓ F: 1.03mg

D'acord amb els quantitats obtingudes, es va decidir analitzar els fraccions A, B, C i D i
descartar les fraccions E i F ja que la quantitat obtinguda limitava les análisis que es

podien realitzar.

6.6 Análisi quantitativa de les fraccions que composen el nueli
del LPS

Les fraccions purifícades es van analitzar per Cromatografía de Gasos. Es van

quantifícar els sucres neutres i els ácids urónics a partir de 250 pg d'oligosacárid.
També es va determinar la concentració de Kdo i GlcA (total-lliure) mitjanqant
reaccions colorimétriques. Les concentracions obtingudes es mostren en la Taula 6.7.
Taula 6.7 Composició quantitativa en sucres neutres i ácids urónics de les diferents fraccions.

GalA Glc D,D-Hep L,D-Hep Glc/VKdoConc (nmols

/mgOS)

Rha

m

fracció A 1749,01462,83 405,13 1009,11 254,76 198,07

fracció B 558,15 453,94 204,91 839,62 187,98 300,09

fracció C 465,82 209,73 1057,94 179.08 245,98

fracció D 792,80 562,60 254,40 674,13 200,78 225,09
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Tal com es pot comprovar en la Taula 6.7, només es va detectar la preséncia de Rha en

la fracció A. Cal destacar que en aquesta fracció no es va detectar D,D-Hep. Les
fraccions B,C i D contenen D,D-Hep i, en canvi, no contenen Rha. Aquest fet suggereix

que la fracció A podría contenir algunes repeticions d'antigen O (formades per Rha-Glc
-1:1-). Les fraccions amb D,D-Hep estarien mancades de repeticions d'antigen O.

Aquest resultat reforqa la hipótesi proposada en el cas del nucli de Yersinia
enterocolitica en qué es proposa la regió de D,D-Hep com a antigen ancestral.

6.7 Análisi per Espectometria de Masses de les fraccions del
nucli

Els oligosacárids obtinguts per separació per HPAEC es van analitzar per

Espectrometría de masses a través del sistema MALDI-MS. Es van analitzar 50 pg de
les fraccions A, B, C i D. Les masses moleculars obtingues es mostren en la Taula 6.9 i

en la Figura 6.4. L'oligosacárid més gran correspon a la fracció A, fracció que segons

els estudis de composició podría contenir dues repeticions d'antigen O ja que conté dos
mols de Rha. El pes molecular d'un oligosacárid es va calcular sumant les masses

moleculars deis monosacárids més la massa molecular de la molécula d'aigua. El pes

molecular deis monosacárids es mostra en la Taula 6.8 i no inclou la massa d una

molécula d'aigua.

Taula 6.8 Masses moleculars deis principáis monosacárids no-derivatitzats.

Monosacárid Massa molecular del monosacárid no-

derivatitzat "\.:L

Deoxihexosa C6H1205
Rha

146,05

Hexosamina C6Hi3N05
GalN, GlcN

161,06

Hexosa C6Hi206
Gal, Glc, Man

162,05

Ácid hexurónic C6H10O7
GalA

176,03

Heptosa C7H14O7
D,D-Hep, L,D-Hep

192,06

2-ceto-3-deoxioctulosonat (Kdo) C8H1408 220,05
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Taula 6.9 Masses moleculars obtinguts per les diferents fraccions aíllades del nucli del LPS de Serratia
marcescens.

Fracció Massa molecular Composició predita Massa molecular

teóricaobtinguda (Da)

Glc6GalA2(L,D-Hep)4KdoGlc/VRha2A 2783,96 2783

Glc2GalA2D,D-Hep(L,D-Hep)4KdoGlcArB 2033,94 2035

GlcGalA2D,D-Hep(L,D-Hep)4KdoGlcAC 1872,13 1873

Glc2GalA3D,D-Hep(L,D-Hep)3KdoGlcAfD 2018,67 2019

La composició predita es va fer en funció de les dades de Cromatografía de Gasos, els
valors del pes molecular i les dades de RMN. Tot i que la composició de cada fracció és

diferent, existeixen relacions entre elles. Per exemple, la diferencia entre la fracció B i
la C és un residu d'hexosa, possiblement una Glc (segons resultats de Cromatografía de

Gasos). La fracció A posseeix una composició forfa diferent a causa de la preséncia de
residus de Rha, possiblement formant part de dues repeticions d'antigen O. En el cas de
la fracció D, no es detecta la preséncia del quart residu de L,D-Hep. Aixó suggereix que

es podria tractar d'una substitució no-estequiométrica. El mateix ocurreix amb el tercer

residu de GalA, només present en la fracció D.
Figura 6.4 Espectre obtingut per MALDI-MS de les diferents fraccions.
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Fracció B

5500

2033.945000 ■-
I

4500

4000

3500

3000

2500

í*I

2000

2 l(j 5 6 10
I

1500
!

1000

,35
-'0 1'; ¡u?:.páa 4 0 9 ? 1 96 . 1 5

. ! '■ M f\*21.2 r 3? 22 18 e

yw v JkL

I

500 6 ü I i H c 3

J. -

l 9 ■ 8

err,

7

K.
1900 2100

Fracció D
'• 1 201857

I
6000

r*

5000
-*

4000

7 418 5 5 ? 7
3000

i

II f-lí
1 & 7 8 2 '2000

n'' s 2t-i

I 8^ 4 ? 6, 719 5 7 0í 11

i i1000 8 1 ’ 5 51 vV^vvvv
1900 2100

209



Resultáis

Fracció C
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6.8 Análisi per RMN

L'análisi per RMN d'una sola dimensió va permetre establir el número d'unitats que

contenia cada fracció i va permetre identificar-los. Els espectres de RMN-H1 van

permetre identificar el H del carboni anoméric de cada sucre. La regió de l'espectre on

es apareixen els H corresponents al C anoméric está compresa aproximadament entre 6-

4 ppm. També es va poder distingir entre els sucres units amb enllag a (regió compresa

entre 6-4,7) i els sucres units amb enlla? p (regió compresa entre 4,7-4,3) (el pie que

apareix al voltant de 4,7 correspon ais H de l'aigua). També es va poder distingir entre

els sucres amb confíguració manno (Heptoses) i els sucres amb confíguració gluco (
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Glc, GlcA, etc.). La configuració manno es caracteritza per posseir constants

d'acoplament (Jm-m) molt baixes (< 1Hz). La configuració gluco, en canvi, es

caracteritza per posseir constants d'acoplament (Jm-m) més altes (de 4-9 Hz). En la

regió al voltant de 2 ppm es va poder identificar els senyals corresponents ais H axials i

equatorials del Kdo.

L'espectre de 13C-RMN va permetre identificar les C anomérics en la regió entre 90-100

ppm. Els senyals al voltant de 170 ppm són característiques de grups ácids (de Kdo, Ko
o ácids urónics) i el senyal a aproximadament 20 ppm és característic del grup CEf- de
deoxisucres tais com la Rha.

L'análisi per RMN en dues dimensions va permetre va permetre establir les interaccions
entre els hidrógens d'una mateixa unitat i entre els hidrógens de diferents unitats així
com les relacions entre els hidrógens i els átoms de carboni. Així, els experiments de
COSY (Correladed Spectroscopy ) aporten infonnació sobre els hidrógens veins en una

mateixa molécula de sucre. Els experiments de TOCSY (Total Correlation

Spectroscopy) indiquen les relacions entre tots els hidrógens d una mateixa unitat de
sucre. Els experiments de NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy ),
tant RCT1 com RCT2, aporten informació sobre els hidrógens d'unitats de sucre

diferents i, per tant, permeten establir els tipus d'enllagos. Finalment els experiments de

HMQC (Heteronuclear múltiple quantum coherence) permeten determinar les relacions
entre els carbonis i els hidrógens en una mateixa unitat de sucre.

6.8.1 Análisi de la fracció A

L'análisi per H'-RMN de la fracció A va permetre identificar els senyals característics
de l'hidrogen axial i equatorial del Carboni 3 de la unitat de Kdo, situáis

aproximadament a 2ppm, formant un triplet i un quadruplet característic (Figura 6.5).
Per altra banda, es van identificar dos senyals situats a la regió anomérica p. Aquests

dos senyals podrien pertanyen a una Glc (4,5 ppm) i un GalA (4,4 ppm). D'acord amb
les dades de cromatografía de gasos i espectrometría de masses, en la regió anomérica a

es trobarien els senyals corresponents a les Hep, a-GalA, GlcA, Rha i Glc.
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L'espectre de C-RMN de la fracció A va permetre identificar igualment la regió
corresponent ais carbonis anomérics (entre 90-100 ppm) i alguns senyals característics:
es va poder identificar el carboni 6 de la Rha (-CH3) amb una senyal característica a

19,1 ppm . Per altra banda, es van poder identificar 3 senyals característiques entre 160-
170 ppm. Aqüestes senyals corresponen a grups ácids que, en cas, podrien correspondre
al grup carboxil del Kdo i deis dos residus identificáis de GalA. Per a la fracció A es

van dur a terme experiments de RMN en dues dimensions (NOESY, COSY, TOCSY i
HMQC) els espectres deis quals hauran de pennetre elucidar els les posicions d'enllag
entre totes les unitats de la fracció A.

Figura 6.5 Espectres de H-RMN de la fracció A.
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6.8.2 Análisi de la fracció B

D'acord amb els dades d'Espectrometría de Mases i de Cromatografía de Gasos,

l'oligosacárid corresponent a la fracció B estaría formada per 11 residus de sucres. A
través de l'espectre de H-RMN es va poder identificar el residu de Kdo (a 2,15 ppm els

H3 axials i a 3,81 ppm els H3 equatorials). A 1'igual que en fracció A, en la regió

anomérica p es van identificar dues senyals que podrien correspondre a Glc i GalA. Els

altres 8 senyals correspondrien a residus amb enllaq a ja que es van identificar en la

regió anomérica situada entre 5 i 5,5 ppm. En la Figura 6.6 es mostren les possibles

assignacions de cada pie.
Peí que fa a l'espectre C-RMN, no es va apreciar la preséncia de la senyal característica
del carboni CEfi. de la Rha. Aquesta dada encaixa amb les dades obtingudes per

cromatografía de gasos i espectrometría de mases en qué no es contempla la preséncia
de Rha en aquesta fracció. Per a la fracció B també es van dur a terme experiments de
RMN en dues dimensions.

Figura 6.6 Espectre de H-RMN de la fracció B.

8-GalA

6.8.3 Análisi de la fracció C

D'acord amb els dades d'Espectrometría de Masses i de Cromatografía de Gasos, la
fracció C contindria un residu de Glc menys que la fracció B.

Aquesta fracció no va ser estudiada mitjan?ant RMN.
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6.8.4 Análisi de la fracció D

L'espectre de H-RMN de la fracció D conté les senyals característiques deis H del
carboni 3 del Kdo. En la regió anomérica, destaquen dues senyals P que, com en els

casos anteriors, podrien pertányer a un residu de P-Glc i de p-GalA. Peí que fa a

l 'espectre de C-RMN, destaquen quatre senyals en la regió de 170 ppm que podrien

correspondre ais grups carboxils de tres residus de GalA i a un residu de Kdo. El tercer

residu de GalA, no identificat en les altres fraccions, hauria d'estar unit mitjangant un

enllaq a donat que no s'ha detectat cap senyal addicional en la regió anomérica p. Els

espectres de RMN en dues dimensions hauran d'aportar la infonnació final per elucidar
l'estructura d'aquest oligosacárid.
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Discussió

1. EL CLUSTER waa DE Serrada marcescens.

COMPARACIÓ AMB ALTRES Enterobacteriaceae

La caracterització de gens implicáis en la biosíntesi del nucli de S. marcescens ha

permés comparar l'organització deis gens d'aquest cluster amb els clusters waa

descrits, pertanyents a especies de la familia Enterobacteriaceae (E. coli, S. entérica i
K. pneumoniae). La comparació d'aquestes organitzacions genétiques permet afirmar

que existeixen diferencies importants entre el cluster waa de S. marcescens i els clusters
á'E. coli, S. entérica i K. pneumoniae. Tot i que el cluster waa de S. marcescens és més
semblant al cluster de K. pneumoniae que ais clusters á'E. coli i S. entérica, es pot

afirmar que el cluster waa de S. marcescens és únic quant ais gens que el composen i a

la seva distribució.

Tot i que el cluster waa de S. marcescens no s'ha pogut seqüenciar per complet, es

poden extreure conclusions sobre la seva organització.
Tal com es mostra en la Figura 1, en S. entérica i en E. coli K-12, Rl, R2, R3 i R4 la
distribució genética és for9a similar. A diferéncia d'aquestes espécies, 1'operó waaA de
S. marcescens conté 3 gens (waaA, waaE i kdtB). Aquest operó en E. coli K-12 está
constituit tant sois per waaA i kdtB. En S. entérica, E. coli Rl, R2, R3 i R4 encara no

s'han caracteritzat gens més enllá del gen waaA. La preséncia del gen waaE en

S. marcescens constitueix una diferéncia important respecte E. coli i S. entérica. Aquest

gen s'ha caracteritzat també en K. pneumoniae tot i que en aquesta espécie

l'organització genética és diferent: els gens waaA, waaE i kdtB formen part d'un operó

més gran on també hi són presents els gens waaQ, waaG, waaB i yibD. Per tant, es pot

afirmar que 1'operó waaA de Serrada marcescens és únic. La preséncia del gen waaE

constitueix una diferéncia important , relacionada amb una estructura particular de

nucli, i amb repercussions taxonómiques dins la familia de les Enterobacteriaceae

(Abitiu, Tesi doctoral en preparació). Tot i que molts deis gens caracteritzats en

S. marcescens i en K. pneumoniae presentin nivells d'homologia elevats i, per tant,

codifiquin per activitats similars, l'organització genética en operons diferents suggereix

que el mecanisme de regulació de la biosíntesi del nucli podría ser forfa diferent.
En S. marcescens, el gen waaQ es transcriu en direcció oposada a 1'operó waaA. A
diferéncia á'E. coli i S. entérica, en qué s'han trobat seqüéncies JUMPStart, entre els

gens waaA i waaQ de S. marcescens no s'han trobat seqüéncies similars tal com cal

esperar d'un gen monocistrónic. Els gens waaQII, waaG i waafí aparentment formarien
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una unitat transcripcional que, en aquest cas, s'assemblaria a 1'operó de K. pneumoniae

format pels gens waaQ, waaG i waaB (Figura 1).
No s'ha pogut identificar cap activitat relacionada amb la biosíntesi del nucli en l'espai

intergénic situat entre els gens waaF i waaQII. No es descarta la possibilitat que es

pugui identificar una ORF que pogués codificar per a una activitat lligasa.

seqüenciació completa del gen waaF haurá de donar més informado sobre possibles
similituds del seu producte génic ja que les heptosil transferases formen un grup de

protemes relacionades i, per tant, és difícil establir si es tracta de Fheptosil transferasa I
o de Fheptosil transferasa II

La

Figura 1. Organització genética de la regió involucrada en la biosíntesi del LPS en E. coli, S. entérica, K.

pneumoniae i S. marcescens.
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2. EL GEN waaE

L'estudi del LPS produit per la soca recombinant d'E. coli que expressa el gen waaE

(NM554 pWSK1848) va constituir l'últim pas de l'análisi despés d'haver estudiat els
LPS de soques recombinants que expressaven més d'un gen waa de S. marcescens.

Tal com es pot observar en la Taula 2, tots els LPS de les soques recombinants
estudiades presentaven diferencies en la composició de sucres neutres i Kdo respecte el
LPS de la soca control NM554. Tot i així, és difícil interpretar aqüestes diferencies en

tant que les soques recombinants expressen més d'un gen implicat en la biosíntesi del
LPS i, a més, es desconeix el nivell d'expressió de cadascun d'aquests gens en els
diferents plásmids que els transporten.

Taula 2. Composició del LPS de diferents soques d’E. coli NM554 que transporten plásmids amb gens

waa de S. marcescens.

GIc Hep Kdo

(nmols/mgLPS) (nmols/mgLPS) (nmols/mgLPS)
NM554 pSK 208,70 358,70 150,98

267,46NM554 pNP9 384,35 1492,96

NM554 F41 450,89 1650,98 230,76

NM554 pWSK1848 287,64 304,55 473,00

L'augment de Glc observat en els LPS de les soques NM554 pNP9 i NM554 F41

aporten infonnació sobre els canvis prodults pero no es poden atribuir aquests canvis a

un gen en concret. Sorprenentment, la soca que expressa exclusivament el gen waaE

(NM554 pWSK1848) no produeix un LPS amb modificiacions importants. Només una

petita fracció del LPS conté canvis respecte el LPS de la soca control (un oligosacárid
amb l'abséncia d'un grup fosfat i la presencia d'un residu de P-Glc). Aixó podría
indicar que l'expressió i la funció vinculada a aquest gen requereix la presencia del

promotor de l'operó de qué forma part a la soca salvatge i, possiblement, també
necessita deis productes deis altres gens de S. marcescens .

Aquest fet, pero, sembla no influir en la soca de Salmonella entérica amb un LPS Rdl.
En aquest cas l'expressió del gen waaE en el mateix plásmid produeix canvis més

importants en el LPS d aquesta soca. Aixó podría suggerir que el diferent grau de
fosforilació del LPS de la soca on s'expressa aquest gen podría influir en l'activitat de la

proteina WaaE. La soca d'E. coli NM554 conté grups fosfats a nivell de 1'HepI i
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1'HepII. En aquest cas, l'activitat de la proteína WaaE podría haver de competir amb els
enzims encarregats de transferir grups fosfats (WaaY i WaaP). L'abséncia de grups

fosfats en la soca de Salmonella permetria la transferencia d'un residu de Glc mediada

per la proteína WaaE. Els estudis sobre diferents soques de Salmonella demostren que

el gen WaaE es capa? d'introduir modifícacions en el LPS a partir d'un substrat
constituit com a mínim per l'estructura Rdl. Es a dir, requereix deis dos residus d'Hep

per tal de poder produir modifícacions. El gen waaE expressat en mutants amb un LPS
de tipus Re (amb només els residus de Kdo) i Rd2 (amb els residus de Kdo i un residu)

d'Hep) no produeix cap modificació a nivell del LPS. Cal teñir en compte també que la
soca d'E. coli NM554 posseeix un LPS de tipus Re (amb un residu de Glc unida a

1'HepII). Aquest substrat també podría influir en l'acció de la proteína WaaE. Els
efectes observáis en la soca NM554, tot i que en una proporció baixa, són indicatius
d'una activitat relacionada amb la biosíntesi d'un LPS característic del "subgrup"
d'Enterobacteriacea constituit per K. pneumoniae, S. marcescens, Yersinia i Proteus.

L'abséncia d'un grup fosfat i d'un residu unit per enlla? p en una fracció del LPS de la
soca que expressa el gen waaE i la preséncia de 1,3,4,5-tetraacetil-Hep en estudis de

permetilació suggereixen que aquesta proteína pot desenvolupar un paper important en

la biosíntesi d'un LPS desprovist de grups fosfats i amb un residu de P-Glc a nivell de

1'HepI.
En definitiva, tot apunta que el gen waaE podría codificar per a una glucosil transferasa

que, tant en S. marcescens com en E. coli i S. entérica, actuaría a nivel! del nueli intem
del LPS tranferint un residu de Glc a nivell de 1'HepI a través d'un enlla? P(l—>4).

3. FENOTIP DE RESISTÉNCIA A LA

BACTERIOCINA 28b

S'han descrit nombrosos casos en qué una determinada modificació estructural en el

LPS comporta fenotips de resistencia a antibiótics, proteines, bacteriófags i també al
serum. En el cas de la bacteriocina 28b, es coneix que l'expressió de gens wb de
S. marcescens en E. coli (Rubires, 1997 i Saigi, 1999 ), de gens que codifiquen per a

proteines de membrana externa, tant de S. marcescens (Omp4) com de K. pneumoniae

(Climent, 1997), o bé de gens waa de S. marcescens (present treball) i de K.

pneumoniae (Climent, Tesi doctoral, 2000) confereixen resisténcia a la bacteriocina.
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Fins i tot, s'ha demostrat que lexpressió d'algun gen implicat en la biosíntesi del lípid

A, en aquest cas d'Aeromonas, pot conferir també resistencia a la bacteriocina 28b en E.
coli (Sánchez, Tesi doctoral en preparació). Aquest fenomen de resisténcia es pot

explicar en tant que l'alteració de components que constitueixen la membrana externa

d'E. coli provoquen una alterado en l'expressió i disposició deis receptors de la
bacteriocina 28b, les protemes OmpA i OmpF (Enfedaque, 1995).
En el cas del nostre treball, s'ha intentat esbrinar el mecanisme implicat en la resisténcia
a la bacteriocina en E. coli mediada peí nucli del LPS. La construcció de subclons

portadors de gens waa en la soca d'E. coli NM554 ha permés seleccionar el gen

responsable per al fenotip de resisténcia. Així, l'expressió del gen waaE en la soca

NM554 confereix un fenotip de resisténcia parcial a la bacteriocina 28b. Tot i aixó, no

es pot afirmar que aquest gen siguí 1 unic implicat en aquest fenotip ja que l'expressió
de 1'operó sencer més els gens waaB i waaQ confereix també un fenotip de resisténcia.
Els estudis mitjan?ant mutagénesi amb miniTnJ no han permés aclarir aquest puní ja

que només va ser possible aconseguir mutants en els gens waaB i waaA. Els mutants en

el gen waaB no van canviar el fenotip de resiténcia i sí que ho van fer els mutants en el

gen waaA. Tot i que no es descarta que la proteina WaaA pogués contribuir a aquest

fenotip, tot apunta que aquesta mutació pot haver tingut efectes polars sobre l'expressió
de la resta de gens de 1'operó {waaE i kdtB). Per altra banda, es pot debatre si les
condicions de creixement poden afectar els nivells de resisténcia a la bacteriocina 28b.
Diferents extraccions de LPS de la soca NM554 que transporta el gen waaE han donat
diferéncies en l'análisi del LPS (diferents quantitats en el pie diferent entre la soca

control i la soca recombinant). No es pot descartar tampoc que els gens distáis puguin
influir en l'expressió deis gens waa ja que la soca que transporta el cósmid original

presenta els nivells de resisténcia a la bacteriocina més elevats.
L'abséncia d'un grup fosfat en una fracció del LPS de la soca NM554 que transporta el

gen waaE i la preséncia d'un residu de P-Glc unit a 1'HepI podría explicar el nivell de

resisténcia a la bacteriocina observat en aquesta soca. L'abséncia de grups fosfats i, per

tant, la disminució de les cárregues negatives en el LPS pot afectar la disposició del
LPS en la membrana externa i en la disposició i expressió de les protemes de membrana
externa implicades en la recepció de la bacteriocina 28b (la proteina OmpA i la porina

OmpF). La disminució d'aquestes proteines s'ha observat també en mutants d’E. coli i
Salmonella que presenten l'anomenat fenotip deep-rough (Schaitman i Klena, 1993;

Raetz, 1996). Es tracta d'un fenotip pleiotrópic en qué s'ha observat un increment de la
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relació fosfolípids/proteines en la membrana externa i una hipersensibilitat a compostos

hidrofóbics. Aquest fenotip está vinculat a Labséncia de residus d'Hep en el nucli intem
i/o de grups fosfats. Per tant, la disminució de grups fosfats en soques recombinants
á'E. coli podría provocar, en certa manera aquest fenotip, i per tant, la disminució de

receptors de la bacteriocina 28b en la membrana externa.

4. COMPOSICIÓ DEL NUCLI DE S. marcescens.

COMPARACIÓ AMB ALTRES Enterobacteriaceae

Tot i que l'estructura final del nucli del LPS de Serratia marcescens N28b no ha pogut

ser elucidada, les dades prévies presentades en aquesta tesi permeten extreure una série
de conclusions que poden ser útils de cara a:

- 1 'elucidado final de 1 estructura.

l'estudi de diferents mutants del gens waa caracteritzats en aquesta tesi.
- l'estudi comparatiu de diverses especies bacterianes dintre de la familia de les

Enterobacteriaceae.

l'análisi química d'altres LPS. Donada la diversitat de sucres presents en aquest LPS

pot ser utilitzat com a control positiu, de composició establerta, a l'hora d'analitzar
altres LPS.

La baixa expressió de 1'antigen O observat en el creixement a gran escala d aquesta

soca és una de les incógnites que, fins al moment, encara no ha estat resolta. Factors
com la temperatura de creixement, l'inócul, la composició de cultiu o Losmolaritat

poden haver influit en 1'expressió de 1'antigen O. Estudis no-publicats sobre 1'expressió
de 1'antigen O en Serratia marcescens ja havien posat de manifest les diferéncies

d'expressió en funció de factors com la temperatura o Losmolaritat. Aquests estudis
també s'han realitzat en altres espécies com és el cas de Yersinia enterocolitica

(Skumik, 1996; al-Hendy, 1991) o en Aeromonas hydrophila (Merino, 1998).
La presencia de tan sois dues repeticions d'antigen O en un deis oligosacárids del nucli
analitzats i la preséncia de residus de D,D-Hep en els oligosacárids que no posseien

antigen O obre nous camins d'estudi sobre la regulació de la biosíntesi del nucli i de

Lantigen O i també sobre el possible origen deis residus de D,D-Hep.
El nucli del LPS estudiat comparteix trets característics amb els nuclis de les
Enterobacteriaceae. Tot i així, els estudis realitzats permeten afirmar que el nucli de
Serratia marcescens podría pertányer al "subgrup" de les Enterobacteriaceae que,
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atenent a la composició del nucli intem del LPS, estaria format per Klebsiella

pneumoniae, Proteus spp i Yersinia enlerocolitica. Els nuclis del LPS d'Escherichia
coli, Salmonella entérica i Shigella constituirien l'altre "subgrup". El nucli del LPS del

primer "subgrup" es caracteritzaria per:

-l'abséncia de grups fosfats.
-la presencia de residus de GalA.
-la preséncia de residus de D,D-Hep.
-la preséncia de d'un residu de Glc unida per enllap (3(1—>4) al primer residu d'Hep del
nucli intern.

-preséncia d'aminosucres (GlcV, GlcVAc, GalV, GaWAc).
La recent caracterització del nucli de Proteus mirabilis 03 (Vinogradov, 2000) i
Proteus vulgaris 02 (Vinogradov, 1999) presenta altres trets interessants com la

preséncia de AraV unida al Kdo. La preséncia de fosfat unit al residu d'Hep II en el
nucli intem d'aqüestes dues soques obre un nou debat sobre els trets característics

d'aquest "subgrup" i sobre les hipótesis de l'equilibri de cárregues negatives en el nucli
del LPS. S'ha trobat també un grup fosfat en proporcions no-estequiométriques unit a

l'Hep III en Yersinia enterocolitica 0:3.

El residu d'AraV en el nucli s'ha detectat només en Proteus i en el nucli de la soca 0:29

de Serratia marcescens (Holts, resultáis no-publicats). En aquesta soca, també s'ha
detectat la preséncia d'un sucre poc habitual com és el Ko (ácid D-manno-octulosónic).
Estudis per Cromatografía de Gasos acoblada a Espectrometría de Masses de la fracció
del nucli del LPS de Serratia marcescens 28b no van detectar ni AraV ni Ko. Els

residus de AraV s'han detectat majoritáriament com a constituents del lípid A en

K. pneumoniae ( Helander, 1996), S. entérica (sv. Minnesota) (Rietschel, 1982 ) i en

Yersinia pestis (Dalla Venezia, 1985 ). L'AraV unida al lípid A confereix resisténcia a

la Polimixina en S. entérica i també en Serratia marcescens 0:29, on també s'ha
detectat la preséncia d'AraV en el lípid A (Holst, resultats no-publicats).
La variabilitat observada en el nucli del LPS de les Enterobacteriaceae es dona

principalment en la regió externa del nucli (el que en Salmonella i E. coli s'anomena
nucli extern). En el "subgrup" on s'englobaría Serratia marcescens, aquest fet també es

produeix. La regió intema del LPS es troba forfa conservada. (Taula 4.2). Exceptuant,
la preséncia excepcional deis grups fosfats i de residus d'AraV, el nucli intern

d'aqüestes espécies estaria constituí! per:
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•dues molécules de Kdo (en alguns casos només s'ha descrit una molécula de Kdo

perqué el procediment utilitzat per analitzar el LPS hidrolitza el segon residu de Kdo).
En casos excepcionals, el Kdo central podria estar unit a AravV i/o Ko.
•tres residus de L,D-Hep en la mateixa disposició que en el nucli de E. coli i
Salmonella. En la majoria deis casos no están unides a grups fosfats. En el cas de
Proteus mirabilis 0:27 (Vinogradov, 1999) i Proteus mirabilis 0:3 (Vinogradov,

2000), el tercer residu d'Hep (Hep III) estaría unit a un residu de GalA mitjanqant un

enllap P (1—>7). La preséncia de GalA podria contrarestrar la manca de cárregues

negatives que confereix l'abséncia de grups fosfats.

•preséncia de Glc unida a l'Hep I per enllaq P(1 —>4). Aquesta és una característica
comuna a totes les espécies d'aquest "subgrup". Ara bé, aquest residu pot estar no-

substituí! (.Proteus vulgaris 0:2 i Yersinia enterocolitica) o bé unit altres residus,
habitualment a GalA, per enllag P(1—>6) en Klebsiellapneumoniae i per enllag a(l—>6)
en Proteus mirabilis 0:27. Suposadament, els grups GalA units a la Glc aportarien les

cárregues negatives que, en el cas d'E. coli i S. entérica, están aportades pels grups

fosfat. En el cas de Yersinia enterocolitica 0:3 i 0:9, es troba un altre residu de Glc unit

a l'Hep II a través d'enlla? P( 1 —>4). En aquests serotips, destaca també la unió d'un
residu de D,D-Hep directament sobre l'Hep III.

Els resultáis de composició obtinguts en el cas de Serratia marcescens N28b apunten

cap a un nucli intem similar al descrit en aquest subgrup. Donat que la preséncia d'ácids
urónics en els oligosacárids impedeix un métode d'hidrólisi que mantingui el nucli
sencer amb els residus de Glc/V (hidrazinolisi), es va utilitzar la hidrólisi amb ácid acétic
al 1%. Aquesta hidrólisi, a més de trencar l'enllaq glicosídic entre el residu de Kdo i

Glc/V, també hidrolitza les unions entre Kdo. Per tant, els oligosacárids analitzats només
contenien un residu de Kdo. Ara bé, l'análisi quantitatiu del LPS sencer mitjanpant
reaccions colorimétriques va posar de manifest la preséncia de dos residus de Kdo.

Aquests dos residus no estarien substituits ni per AraV ni per Ko.
L'análisi de les diverses fraccions va posar de manifest la preséncia de tres residus de

L,D-Hep en totes les fraccions i un quart residu de L,D-Hep, que estaría en el nucli en

proporcions no-estequiométriques. Aqüestes dades, suggereixen que el nucli intern
estaría format pels tres residus de L,D-Hep. El quart residu de L,D-Hep podria estar

situat en el nucli extern, atenent a altres nuclis. En concret, el nucli de Proteus vulgaris
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0:2 conté un residu de L,D-Hep en el nucli extern, unit per enllag a(l—>2) a un residu

de D,D-Hep (Taula4.1).
Sembla que en Serratia marcescens 28b existeix el residu característic de Glc unit per

enllag (3(1—>4). En principi, segons les senyals de H-RMN, només existiría un residu de

Glc unit per aquesta mena d'enllag. S'ha proposat l'altre residu que presentaría enllag p
com a GalA, que podría estar unit al residu de Glc. Així, aquesta distribució
s'assemblaria al nucli de K. pneumoniae i, en canvi, diferiría de Yersinia enterocolitica,
Proteus vulgaris 0:2 i Proteus mirabilis 0:3. En Proteus mirabilis 0:27, curiosament,
existeix un residu de GalA unit a la Glc pero a través d'enllag a(l-»4). L'altre residu de

GalA detectat en totes les fraccions de nucli en S. marcescens posseiria enllag a i

possiblement estaría unit a l'Hep II. Aquesta és una de les característiques d'aquest

"subgrup": la preséncia de GalA en lloc de Glc a l'inici del nucli extern. S'ha detectat
en totes les soques (excepte en Yersinia enterocolotica ja que no s'ha estudiat el nucli
sencer de la soca amb antigen O. Només s'han analitzat mutants R).

La preséncia en S. marcescens d'un tercer residu de GalA en concentracions no-

estequiométriques encaixa amb els nuclis de Proteus mirabilis 0:3 i 0:27 en qué s'ha
detectat un tercer residu de GalA unit a 1'HepIII.
La preséncia d'aminosucres constitueix una altra característica d'aquest "subgrup". En
els estudis realitzats s'ha detectar GlcA. S'ha descrit un residu de GlcA en el nucli

extern de P. mirabilis 0:3 i de K. pneumoniae 0:1. El residu de GlcA en aquests dos
casos es troba situat en la regió terminal del nucli extern, abans de la regió de les D,D-

Hep (Taula 4.1).

La preséncia d'un segon residu de Glc en S1. marcescens unida per enllag a encaixaria
amb el residu de Glc detectar en la K. pneumoniae 0:8. S'ha detectat en Proteus

mirabilis un segon residu de Glc pero unit per enllag P en la regió terminal del nucli

(Taula 4.1).
La preséncia d'un residu de D,D-Hep en totes les fraccions menys en la fracció que

presentava repeticions d'antigen O suggereix que ha d'estar situat en la regió terminal
del nucli del LPS. La preséncia de D,D-Hep impediría a la lligasa catalitzar la unió entr

el nucli i 1'antigen O. En la majoria deis casos, els residus de D,D-Hep están situats en

1'última posició (en K. pneumoniae 0:1, en Yersinia enterocolitica i Proteus mirabilis

0:3). En el cas del nucli de K. pneumoniae 0:8, no s'ha detectat la preséncia de D,D-

Hep.
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Com a conclusió, es pot dir que les dades prévies de qué es disposa engloben el nucli de
S. marcescens dins el "subgrup" format per Klebsiella, Proteus i Yersinia. Dins aquest

"subgrup", el nucli de S. marcescens manté més similituds amb el nucli de Klebsiella.
A partir de 1 'análisi realitzat i de les dades genétiques obtingudes és possible suggerir

algunes funcions ais productes deis gens caracteritzats. En primer lloc, está establert que

el gen waaA (Guasch, 1996) posseeix un nivell elevat d'homologia amb el gen waaA
d'E. coli. La proteina WaaA d'E. coli és un enzima bifuncional (Belunis, 1992 ), capa?

de transferir els dos residus de Kdo. Per tant, aquest enzim és capaq de reconéixer dos

tipus de substrats diferents. Per una banda reconeix el precursor del lípid A, lípidA IVa,
al qual transfereix el primer residu de Kdo i, en segon lloc, reconeix, el substrat

lípid!VA-Kdo. Donat el nivell elevat de similitud i identitat de les dues protemes és

possible que els dos residus de Kdo detectáis en el nucli del LPS de S. marcescens

siguin transferits per l'enzim WaaA. S'ha proposat que l'ORF caracteritzada com a kdtfí
i de la qual no es coneix la funció podría estar involucrada també en la transferéncia
d algún residu de Kdo. La tranferéncia del residu d'Ara/V unit al Kdo en Proteus i S.
marcescens 0:29 román encara com a una incógnita.

Quant a la biosíntesi de la regió de les heptoses del nucli intem, només s'han pogut

caracteritzat dues ORF com a heptosil transferases i totes dues codifiquen per a

proteines amb similitud elevada amb la proteina WaaQ (Heptosil transferasa III) d’E.
coli i S. entérica. Per altra banda, les heptosil transferases, de totes les espécies on s 'han

caracteritzat, presenten un cert grau de similitud entre elles. La caracterització duna
nova heptosil transferasa (waaQII) obre noves vies d'estudi. La preséncia d'un quart

residu de L,D-Hep tant en S. marcescens com en Proteus vulgaris 0:2 podria estar

vinculada a l'activitat d'aquest producte génic que de moment només s'ha caracteritzat
en S. marcescens. La detecció d'una ORF incompleta que sembla codificar per a una

altra heptosil transferasa (WaaF) aporta nova informació sobre la biosíntesi de la regió
de les heptoses. La finalització de la seqüenciació del cluster waa de S. marcescens

hauria de permetre caracterizar una ORF que codifiqués per a 1'heptosil transferasa I

(WaaC).

La preséncia del residu de P-Glc en el nucli s'ha relacionat amb la caracterització del

gen waaE, gen que només s'ha detectat en Serratia, Klebsiella (Climent, Tesi doctoral,

2000), Proteus i Yersinia (Abitiu, Tesi doctoral en preparació). El fet que l'expressió
del gen waaE provoqui canvis importants en mutants en E. coli i en Salmonella indica
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que aquesta activitat juga un paper important en la biosíntesi del nucli en aqüestes

quatre espécies que, en aquest sentit, es diferencien de la resta de Enterobacteriaceae.
La clau per establir la funció d'aquest gen en S. marcescens recau en Lanálisi química
del mutant waaK (Coderch, Tesi doctoral en preparació) i en la purifícació d'aquest
enzim i l'estudi del substrat sobre qué pot actuar.

Els residus de GalA constitueixen una altra característica d'aquest subgrup. El residu

que s'ha descrit en K. pneumonías, Proteus (i molt possiblement en Serratiá) unit a la

(3-Glc ofereix noves propostes d'estudi (Taula 4.2) D'acord amb els resultats obtinguts

després de comparar els gens waaB i waaG amb els seus homólegs, les proteines WaaB
i WaaG en Serrada i Klebsiella podrien dur a terme una funció diferent a la descrita en

E. coli o Salmonella (La proteina WaaG está descrita com a glucosil transferasa i la

proteina WaaB com a galactosil transferasa). Aquesta hipótesi es basa en els baixos
nivells de similitud amb les proteines d'E. coli i Salmonella i amb l'alta similitud

presentada amb les proteines de Klebsiella (WaaB i WaaG). Per tant, es podría tractar

de GalA transferases involucrades en la transferéncia del residu lateral de GalA i també

del residu de a-GalA del nucli extern. En Pseudomonas aeruginosa s'ha caracteritzat un

gen que presenta homología amb els gens waaB i waaG d'E. coli i S. entérica i, en

canvi, presenta nivells més baixos respecte els homólegs de S. marcescens. La proteina

WaaG en Pseudomonas aeruginosa podría transferir un residu de GaEV a 1'HepII.
L'estudi químic deis mutants waaB' i waaG' de S. marcescens poden aclarir aquesta

hipótesi.
Peí que fa a la resta de residus, es desconeix 1'activitat que podría afegir residus de D,D-

Hep, de la mateixa manera que es desconeix el mecanisme implicat en la regulació de la
seva transferéncia al nucli. Tampoc es coneixen activitats relacionades amb la
transferéncia d'aminosucres (en aquest cas de GIcjV) ni tampoc de residus de Glc
situades en el nucli extern. La finalització de la seqüenciació del cluster waa de S.
marcescens resoldrá, amb tota seguretat, algunes d'aquestes qüestions.
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Taula 4.1 Estructura del nucli del LPS de K. pneumoniae, Proteus i Yersinia enterocolitica.
ESPECIE ESTRUCTURA DEL NUCLI DEL LPS
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Taula 4.2 Estructures del nucli intern dins de les Enterobacteriaceae. Distinció entre E. coli / Salmonella

/ Shigella i Klebsiella / Proíeus / Yersinia / Serratia

Nucli intern d'E. coli, Salmonella i Shigella

L-a-D-Hep/>-( 1 —>3)-L-a-D-Hepp-( 1 -»5)-a-Kdo
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t t
1 2
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Rl=Rha en les soques d ’E. coli W3100 i W3110
R2 =a-D-GlcAfAc en la soca R3 d E. coli i a-D-GlcJV en la soca R1 dE. coli i en Shigella

Nucli intern de Klebsiella, Proíeus, Yersinia i Serratia (estructura proposada)
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5. ANÁLISI MUTACIONAL

El nucli del LPS constitueix un receptor per a determinats bacteriófags. Aquest fet ha

permés obtenir mutants del LPS, defícients en antigen O i en alguna part del nucli del
LPS (Boman, 1975). La resistencia a determinats bacteriófags ha servit també de
métode de selecció per localitzar diferents mutants generáis per insercions amb

transposons (Austin, 1990 ). En E. coli, mutacions en diferents gens waa han donat lloc
a resisténcia a bacteriófags. Per exemple, una mutació en el gen waaG dona lloc a

resisténcia al bacteriófag U3 (Parker, 1992) i al fenotip caracteritzat com a deep-rough
associat a la hipersensibilitat a la Novobiocina, pérdua de flagell, pili i amb un

morfología colonial mucosa. Així mateix, recentment s'ha obtingut un mutant d'E. coli
resistent al bacteriófag K-20. Aquesta mutació ha estat complementada peí gen waaB
d’E. coli (Traurig, 1999).
En el cas de S. marcescens, s'han aillat fags lítics en el cas del serotip 0:8 (2170) i, en

canvi, en el cas de S. marcescens N28b (0:4) només s'han pogut aillar fags lisogénics.
Només en el cas del serotip 0:8 s'ha pogut obtenir un mutant R. Per tant, els mutants en
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gens waa de S. marcescens N28b s'están obtenint mitjangant mutagénesi per

recombinació (Coderch, tesi doctoral en preparació).
La complementado del mutant de la soca 2170 amb el gen waaG de S. marcescens

N28b indica que aquest gen és necessari per a sintetitzar un LPS capag de servir de

receptor a la serie de bacteriófags aillats. Tot i que no es disposa de dades químiques
sobre el nucli del LPS de S. marcescens 2170, és d'esperar que contingui residus de
GalA que podríen ser transferits peí gen waaG. Tot i que la proteina WaaG de Serrada

presenta nivells de similitud torga baixos amb la proteina WaaG á'E. coli, és possible

que la seva abséncia pugui provocar un fenotip deep-rough similar en els dos casos. En
els dos casos, es generaría un LPS mancat de nucli extern que podría produir efectes en

la membrana externa i, per tant, podría repercutir en la recepció de bacteriófags.

Aquest mutant podría ser estudiat a nivell químic i a nivell biológic (resistencia a

detergents, habilitat de créixer en macrófags, etc.).
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Conclusions

1.- Els gens implicats en la biosíntesi del nucli del LPS en S. marcescens N28b
constitueixen una agrupado genética característica que es descriu per primera vegada.

2.- Una característica d'aquesta agrupado és la presencia del gen waaE en l'operó waa.

3.- El gen waaE de S. marcescens N28b codifica per a una glucosil transferasa que

transfereix un residu de Glc a 1 'Hepl del nucli intern i confereix resisténcia parcial a la
bacteriocina quan s'expressa en E. col i.

4.- El nucli del LPS de S. marcescens N28b conté un residu de (3-Glc, així com dos

residus de Kdo, 2 residus de GalA, 3 residus de L,D-Hep, un residu de GldV i un residu
de D,D-Hep. Conté també un residu de Glc, de GalA i de L,D-Hep en proporcions no-

estequiométriques.
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Annex

AnnexI. Seqüéncia de nucleótids de l'insert subFGR2. En vermell sindiquen les dianes de restricció i en verd
sindiquen els cebadors.

BamHI/Sau3AI 10
AA'OTTCGTCGGCTCCGGTTTCGAGCGCAAAGGGCTGGCCGCCGCCATCCGCGCCGTGGC
': A ■AAGCAGCCGAGGCCAAAGCTCGCGTTTCCCGACCGGCGGCGGTAGGCGCGGCACCG

30 50

90 11070

GGCGACCGACAGCCACCTCTTGGTGGTCGGTAAAGATAAAGCCGAAAAGCGTTACCGGGC
CCGCTGGCTGTCGGTGGAGAACCACCAGCCATTTCTATTTCGGCTTTTCGCAATGGCCCG

150 170130

GCTGGCGCAGTCGCTGGGCTGCGGCGATCGCATTCACTTTATGGGCGTGCAGAAGCAGAC
CGACCGCGTCAGCGACCCGACGCCGCTAGCGTAaG'. ■ -A. -.ATA' : faa rcttcgtctg

210 230190

tctgccgttctatcaggccgcggatgcgctgctgctgccgacgctttacgatccgttccc
AGACGGCAAGATAGTCCGGCGCCTACGCGACGACGACGGCTGCGAAATGCTAt 7 7.AA ^ 7 7

J ,

290250 270

GAATGTGATTCTGGAAGCGATGTCCTGCGGCCTGCCGGTTATCACCAGCACCACCTGCGG
"nAG/V:TAAGACCTTCGCTACAGGACGCCGGACGGCCAATAGTGGTCGTGGTGGACGCC

330 350310

CGGCGCCGAGTTTATCACCCCGGGCCAGAACGGCTTCGTGACCGACGCGCTCGACGTGCC
GCCGCGGCTCAAATAGTGGGGCCCGGTCTTGCCGAAGCACTGGCTGCGCGAGCTGCACGG

BamHI 410

GGCTATCACGGAAGCCATTCGGGCGCTGCCGCGCCAGGCGCT7 i 3AT3' ITCCATGGGCGA
CCGATAGTGCCTTCGGTAAGCCCGCGACGGCGCGGTCCGCGATT'AAOT-AGGTACCCGCT

370 390

430 450 470

AGCGGCAAGATTGCGCATTATGACGGCTACGCCGGCGCATCTCTCTGAACAGCTCATTTC
TCGCCGTTCTAACGCGTAATACTGCCGATGCGGCCGCGTAGAGAGACTTGTCGAGTAAAG

'.■AGI

CCTCTATAACCGGTT/ ' A 7 GATA Í'JTAT 3'AAATTCTGATGATCATCGATGGCCTGCCG
MRILMIIDGLP

—>iraaBI!

GGAGATATTGGCCAATGACCTAATCGATACGCATAAGACTACTAGTAGCTACCGGACGGC

510 530490

□

590550 570

GGAGGCGGCGCGGAAAAAGTGGTGCTGACCCTGTGTCAAGGCATGCAGCAACAGGGGCAT
GGGAEKVVLT LCQGMQQQGH

□
CCTCCGCCGCGCCTTTTT'A A ATT7A1' A 7 7ATATAGTTCCGTACGTCGTTGTCCCCGTA

Fu-r

□
610 630 650

GACGTCAGTCTGATCTCGCTGCGTGACGTCTGCAATTACCCTATCCCGTCAGGCATTGAT

DVSLISLRDVCNYPIPSGID

□
CTGCAGTCAGACTAGAGCGACGCACTGCAGACGTTAATGGGATAGGGCAGTCCGTAACTA

670 690 710

TATCAGGTGGTGGCCGATCGCAGCCGTGCCCCC1 3 3 7 7YAA 3 3'! G/AC3AGCTGTCGCGC

YQVVADRSRAPWRKLTELSR
□

ATAGTCCACCACCGGCTAGCGTCGGCACGGGGGACCGCGTTCGACTGGCTCGACAGCGCG

730 770750

CGCGCCGCCGCGCTGGATCGGGCGATAGCCGAACACGAGCGCCAACACGGCGCGTTG 7AT

RAAALDRAIAEHERQHGAFD
GCGCGGCGGCGCGACCTAGCCCGCTATCGGCTTGTGCTCGCGGTTGTGCCGCGCAAGCTA

7 90 810 830
A •' "i 'A '*■ :T 7 AACCTGCACAAAACCGATCGCATCGTCAGCCGCAGCAAGCGGCTGGCT

LVFSNLHKTDRIVSRSKRLA
□

GACCACAAGAGGTTGGACGTGTTTTGGCTAGCGTAGCAGTCGGCGTCGTTCGCCGACCGA

□

850 870 890

□

TCGGATCGCCTGTGGTTCTGCATTCACGGCATTCTCTCCACCTCCTACCTCGGCCACCGC

SDRLWFCIHGI LSTSYLGHR

□

AGCCTAGCGGACACCAAGACGTAAGTGCCGTAAGAGAGGTGGAGGATGGAGCCGGTGGCG

□

950910 930

AAAGGCCTGGATCGCTGGCTCAAGCAACGTAAAATCGCCAACGTTTACCAGGGGAGAAAT

KGLDRWLKQRKIANVY Q G R N
F A 1 7 □

TTTCCGGACCTAGCGACCGAGTTCGTTGCATTTTAGCGGTTGCAAATGGT7C77T 7TTTA

□
970 990 1010

ATCGTCGCCGTTTCACAGGCGGTCGGCGGCGATCTGCAGCAGAATTTGCCGATCCGCCCG

IVAVSQAVGGDLQQNLPIRP
□

TA-AAT AGCAAAGTGTCCGCCAGCCGCCGCTAGACGTCGTCTTAAACGGCTAGGCGGGC

1030
CGTCGGCTAGCGGTCATCAATAACCCGTTCGACATCGACGCCATCCGGCAACAGGCGGCG

1050 1070
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RRLAVINNPFDI
GCAGCCGATCGCCAGTAGTTATTGGGCAAGCTGTAGCTGCGGTAGGCCGTTGTCCGCCGC

DAIRQQAA

1090
GCACCTTGCGAACTGGCCGGTCAGGACTATCTGGTGCACGTCGGCCGCTTTCACGCCACC
APCELAGQDYLVHVGRFHAT
CGTGGAACGCTTGACCGGCCAGTCCTGATAGACCACGTGCAGCCGGCGAAAGTGCGGTGG

1110 1130

Tn i y 41190
AAGCGGCATGACCGCCTGCTGAAAGCCTATGTGCAATCCGGTATTCAGGCGCC

KRHDRLLKAYVQSGI

11701150

Q A P L A
□

TTCGCCGTACTGGCGGACGACTTTCGGATACACGTTAGGCCATAAGTCCGCGGCGACCGA

□
1250

7T GG'- : goafcggggatgacgcccgcgtcgccgaggtcaagcgtctggcggcagacttg

L I GTGDDARVAEVKR LAADL

12301210

□
AACTAGCCGTGGCCCCTACTGCGGGCGCAGCGGCTCCAGTTCGCAGACCGCCGTCTGAAC

□
1270

GGTATCGCAGAGCGCGTGCTGTTCCTCGGTTTCCAGGCCAATCCCTATCCGTTTATCCGC

GIAERVLFLGFQANPYPFIR

1290 1310

□

CCATAGCGTCTCGCGCACGACAAGGAGCCAAAGGTCCGGTTAGGGATAGGCAAATAGGCG

1330
CATGCCTCGCTGTTGGTGCTCAGCTCCGATAGCGAAGGGTTTGGCAATGTGCTGGTAGAA

HASLLVLSSDSEGFGNVLVE

1350 1370

□

GTACGGAGCGACAACCACGAGTCGAGGCTATCGCTTCCCAAACCGTTACACGACCATCTT

1390
TCGCTGTTGTGCGGCACGCCGGTGGTCAGCACCCGCTGTCCGGGCGGCCCTGCGGAAATT
SLLCGTPVVSTRCPGGPAE

AGCGACAACACGCCGTGCGGCCA'’7A FI : Gil 1' 1A' ’AGGCCCGCCGGGACGCCTTTAA

1410 1430

I

F 4 1 0

1470
CTGGAAAAAGCCGGCATGGCTAACGCGTTGGCGGAATTAAACGCAGCGTCGCTGGCAGAA

LEKAGMANALAE LNAAS LAE

1450 1490

□
GACCTTTTTCGGCCGTACCGATTGCGCAACCGCCTTAATTTGCGTCGCAGCGACCGTCTT

□
1510 1530 1550

□

AAAATGGCGGAAATTTACGCCAATCCGCCGCAGATAAATCAACAGCAATTGCTGAGCTAT

KMAEIYANPPQINQQQLLSY
□

TTTTACCGCCTTTAAATGCGGTTAGGCGGC jm^lATHAGTTr?'’GTTAACGACTCGATA
v.AA.n

1570
GGGCTGGAGCCTATTTGCCGTCAATATATTGAGCTGAAAGAAAAATAATAAATTAATAAA

GLEPICRQYIELKEK-*-

1590 1610

□

CCCGACCTCGGATAAACGGCAGTTATATAACTCGACTTTCTTTTTATTATTTAATTATTT

□
1650

TAAGGCAGGTGATGCCTGCCTTATTTTCTTCGCTAGCTTAGCGCCTGCATTTTCTGCCAA

ATTCCGTCCACTACGGACGGAATAAAAGAAGCGATCGAATCGCGGACGTAAAAGACGGTT
+ S LAQMKQW

1730
ACCTCATCGACAGAAACATCTTCACAGTGCCCCGACTCACTCTGCAAAATATGATGACGG
TGGAGTAGCTGTCTTTGTAGAAGTGTCACGGGGCTGAGTGAGACGTTTTATACTACTGCC

VEDVSVDECHGSESQLIHHR

1630 1670

17101690

□
1750 1770 1790

üF4 4'i

CCGGT’JO.TGG/GSGGAGGACGTTTTATCGGTATCGCCAAAGAACACCACCATATCCTTA
GGCCAGGTACCTACGGTCCTGCAAAATAGCCATAGCGGTTTCTTGTGGTGGTATAGGAAT

GTWPHWSTKDYDGFFVVMDK
□

1310 1830 1850
□

TTCAGCGCGGCGGCAAGATGCATCTGCCCGCCGTCGCTGCACAGCACCCGGTCGCATAAA
AAGTCGCGCCGCCGTTCTACGTAGACGGGCGGCAGCGACGTGTG3T 4G -GGYGGTATTT

F415

NLAAALHMQGGDSCLVRDCL
□

1870
TCGAACCCGCCCAACAGCTCGCGCACCGAGGCCGTCGGATAAAGCGCGA.CGCGTTCGTTT
AGCTTGGGCGGGTTGTCGAGCGCGTGGCTCCGGCAGCCTATTTCGCGCTGCGCAAGCAAA
DFGGLLERVSATPY LAVREN

1970

TGGCACAGCGCCAACAGCTGTTCTGCGCGCTGCTGATCGCCGATGTCGTCCGGCGCCAGC
ACCGTGTCGCGGTTGTCGACAAGACGCGCGACGACTAGCGGCTACAGCAGGCCGCGGTCG

D D P A L

2030

1890 1910

19501930

Q C L A L
1990

LQEARQQDGI
2010
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GTGCCCTGCGGCGACCAGAAGATCAGCACGCCGGTGCGGGGATCGGCGGTCAGGCGGTTG
CACGGGACGCCGCTGGTCTTCTAGTCGTGCGGCCACGCCCCTAGCCGCCAGTCCGCCAAC

LVGTRPDATLRNTGQPSWFI
□

20S020702050

D
ATGATTTCGGCATAGCGTTCAACCGGCCAGCGCCTTTTCGGGCTGCGGCTGCTGATATGC
TACTAAAGCCGTATCGCAAGTTGGCCGGTCGCGGAAAAGCCCGACGCCGACGACTATACG
I IEAYREVPWRRKPSRSS IH

□

215021302110

□

ACGGCGCAAACCCGTTCGACCGACGGCAGGCGTTCCTGCAGCCGCTGCGCCGCCAGCTGC
TGCCGCGTTTGGGCAAGCTGGCTGCCGTCCGCAAGGACGTCGGCGACGCGGCGGTCGACG

VACVREVSPLREQLRQAALQ
□

22102170
CGCTCTTCCGGCGTCAGGAATACCCGCACCGGCGGGATCGGAATGGCTTGATCGGTTATC
GCGAGAAGGCCGCAGTCCTTATGGGCGTGGCCGCCCTAGCCTTACCGAACTAGCCAATAG
REEPTLFVRVPPI

2230
GCCGATAAATAGCTGTAGGTGTGTTCGACCTGATGTAGACCGCGGAAATCGTCCTTGCGG
CGGCTATTTATCGACATCCACACAAGCTGGACTACATCTGGCGCCTTTAGCAGGAACGCC
ASLY SYTHEVQHLGRFDDKR

2330
AACGGGCGCTGAATATCTTTCGTGCCCAAATCGGCGCCGATGATATGGGTGGCGCCGGCC
TTGCCCGCGACTTATAGAAAGCACGGGTTTAGCCGCGGCTACTATACCCACCGCGGCCGG

FPRQIDPCTGLDAGI IHTAGA

2190

P I A Q D T I
22702250

23102290

□

2350 r 4 3 1 2370 2390

□
attttcgctaaacgcagtitgtatttgg.aaggcaccgggttggccagaatgaccgcatcg
TAAAAGCGATTTGCGTCCGACATAAACGTTCCGTGGCCCAACCGGTCTTACTGGCGTAGC

MKALRLSYKCPVPNALIVAD

□

2430
AACTTTATTTTGCGCAGCTTCAGGAAGATCATCAGACGTTCGAAATAAACGCCCAACGTC

TTGAAATAAAACGCGTCGAAGTCCTTCTAGTAGTCTGCAAGCTTTATTTGCGGGTTGCAG
FKIKRLKLFIMLRE

2410 2450

F Y V G L T

□
2470

GTTTCATTTTTCGCCTTGTGCTTGGCCTTTTTATAGACAAAGACTTTCTCAAGATGAGGG
CAAAGTAAAAAGCGGAACACGAACCGGAAAAATATCTGTTTCTGAAAGAGTTCTACTCCC
TENKAKHKAKKYV

2530 2550
TTGTTTTTAACGACGTCCTGGCTGACTTTATTGATCAGCAAATAAACTTTTGCGTCTGGA
AACAAAAATTGCTGCAGGACCGACTGAAATAACTAGTCGTTTATTTGAAAACGCAGACCT

NNKVVDQSVKNI LLYVKADP

2490 2510

F V K E L H P

2570

□

2590 2610 2630
□

TAGGCAATTTTCACCCCTTCAATCAGAGGCGTGGTGCAAACAAGATCGCCGATGTTGTCG
□

ATCCGTTAAAAGTGGGGAAGTTAGTCTCCGCACCACGTTTGTTCTAGCGGCTACAACAGC
YAIKVGEILPTTCVLDGIND

□

2650 2670 2690
□

CGGCGAATAATTAAAATATTCTTCATTCCGAGCCTATCGGCGAAATCGCTCGCCGGTTGT
GCCGCTTATTAATTTTATAAGAAGTAAGGCTCGGATAGCCGCTTTAGCGAGCGGCCAACA
RRIILINKM

vaaQ <—
□

2710 2730
CTGAAACTGACACCCAAGGTTACCAAATTAGCGCCTTTCCCTTCCAGTTATGGTACTATT
GACTTTGACTGTGGGTTCCAATGGTTTAATCGCGGAAAGGGAAGGTCAATACCATGATAA

2790
CCGAATAACCCATATAAATGAAATTGATAGAATGTTGCTGCGTTTATATCAGGTACTACT

2750

2770 2810

—>waaA MLLRLY QVLL
□

GGCTTATTGGGTATATTTACTTTAACTATCTTACAACGACGCAAATATAGTCCATGATGA
□

2830 2850
CTACCTCATCCAACCCCTGATCTCGTGCCGCTTCATGCTGCGCAGGCGCAAAGCTCCAGC
YLIQPLISCRFMLRRRKAPA

2870

□

GATGGAGTAGGTTGGGGACTAGAGCACGGCGAAGTACGACGCGTCCGCGTTTCGAGGTCG

2890 2910 2930
CTACCGTAAACGCTGGGCGGAACCGTATGGCTTCTGCGCCGGGAAAGTCGTGCCGGGCGG
YRKRWAEPYGFCAGKVVPGG

GATGGCATTTGCGACCCGCCTTGGCATACCGAAGACGCGGCCCTTTCAGCACGGCCCGCC

2950 2970 2990
CATTATGCTGCATTCCGTCTCCGTCGGCGAAACGTTGGCGGCCATCCCGCTGGTGCGCGC
IMLHSVSVGETLAAIPLVRA

GTAATACGACGTAAGGCAGAGGCAGCCGCTTTGCAACCGCCGGTAGGGCGACCACGCGCG
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3050
GCTGCGCCATCGTTACCCCGCTTTGCCGATAACTGTGACCACAATGACCCCGACAGGTTC
LRHRYPALPITVTTMTPTGS

30303010

□

CGACGCGGTAGGAA i' ’GG 7GAARG ACTATTGACACTGGTGTTACTGGGGCTGTCCAAG
G131!_'

□
3090

AGAACGCGTCCAGTCCGCTTTCGGCAAAGACGTGCATCATGTCTATCTGCCCTACGATCT

ERVQSAFGKDVHHVYLPYDL

3070 3110

□

TCTTGCGCAGGTCAGGCGAAAGCCGTTTCTGCACGTAGTACAGATAGACGGGATGCTAGA
□

3130 3150 3170

GCCCGGTTCCATGAACCGCTTCCTCGACCAGGTGAATCCCAAGCTGGTGATCATCATGGA
I M EPGSMNRFLDQVNPKLVI

□
CGGGCCAAGGTACTTGGCGAAGGAGCTGGTCCACTTAGGGTTCGACCACTAGTAGTACCT

3210
AACCGAGCTATGGCCTAACCTGATCAACGCACTGCATCAGCGGCAAATCCCCCTGGTGAT
TELWPNLINALHQRQIPLVI

32303190

□
TTGGCTCGATACCGGATTGGACTAGTTGCGTGACGTAGTCGCCGTTTAGGGGGACCACTA

3290
CGCCAATGCGCGCCTGTCGGCGCGATCCGCCGCCGGCTATAAGAAAATTGGCGGATTCAT
ANARLSARSAAGYKKIGGFM

GCGGTTACGCGCGGACAGCCGCGCTAGGCGGCGGCCGATATTCTTTTAACCGCCTAAGTA

32703250

3330 33503310
GCGCGATATGCTGCGCCGCATTACGCTGATCGCCGCACAGAACCAGGAAGACGGCGATCG

RDMLRRITLIAAQNQEDGDR
□

CGCGCTATACGACGCGGCGTAATGCGACTAGCGGCGTGTCTTGGTCCTTCTGCCGCTAGC

□

34103370 3390

□

TTTTATCGAACTGGGCCTGAAACGCTCGCAGCTGGCCGTTACCGGCAGCCTGAAATTCIA

FIELGLKRSQLAVTGSLKFD
□

AAAATAGCTTGACCCGGACTTTGCGAGCGTCGACCGGCAATGGCCGTCGGACTTTAAGTT
□

EgoKV 3430
TATGTCCGTCACCCCGGAACTGGCCGCCCGCGCCGTTACGCTGCGCCGCCAATGGGCGCC

ISVTPELAARAVTLRRQWAP

3450 3470

□

ATA 3AGGCAGTGGGGCCTTGACCGGCGGGCGCGGCAATGCGACGCGGCGGTTACCCGCGG
□

3530
GCGCCGCCCGGTGTGGATCGCCACCAGCACCCATGAAGGCGAAGAAACCATCCTGCTCGA
RRPVWIAT STHEGEET I LLE

35103490

□
CGCGGCGGGCCACACCTAGCGGTGGTCGTGGGTACTTCCGCTTCTTTGGTAGGACGAGCT

3550

AGCGCACCGCAAGCTGCTGGAAAAACACCCCGACCTGCTACTGATCCTGGTGCCGCGTCA
AHRKLLEKHPDLLLI

TCGCGTGGCGTTCGACGACCTTTTTGTGGGGCTGGACGATGACTAGGACCACGGCGCAGT

3570 3590

L V P R H

3630

CCCGGAACGCTTCCCGACCGCCAAGGAGCTü A'ACAGAAGTGCGGCTTCAGCTACACCCT

PERFPTAKELVQKAGFSYTL
GGGCCTTGCGAAGGGCTGGCGGTTCCTCGACCATGTCTTCCGGCCGAAGTCGATGTGGGA

3610 F 9r' n 3650

3690
GCGCAGCAGCGGCGAAATCCCGTCCGGCAGCACCCAGGTGGTGATCGGCGATACCATGGG
RSSGE I PSGSTQVVIGDTMG

37103670

□
CGCGTCGTCGCCGCTTTAGGGCAGGCCGTCGTGGGTCCACCACTAGCCGCTATGGTACCC

□

3750
CCGAACTCATGCTGCTGTACGGCATCGCCGATCTGGCCTTTGTCGGCGGCAGCCTGGTGGA
ELMLLYGIADLAFVGGSLVE

3730 3770

□

GCCTTGAGTACGACGACATGCCGTAGCGGCTAGACCGGAAACAGCCGCCGTCGGACCACCT

3790
ACGTGGCGGCCATAACCCGCTGGAAGCCGCCGCCCACGCCATCCCGGTGCTGATGGGCCC
RGGKNPLEAAAHAI

3810 3830

P V L M G P

□

TGCACCGCCGGTATTGGGCGACCTTCGGCGGCGGGTGCGGTAGGGCCACGACTACCCGGG

3850 3870 3890

GCACACCTTCAACTTTAAAGACATCTGCGCCAAACTTTCGCAGGCCGAAGGCCTGATCAC
HTFNFKDICAKLSQAEGLIT
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CGTGT 'i AAlT^lAPA'iT'PF 1TAGACGCGGTTTGAAAGCGTCCGGCTTCCGGACTAGTG
cjv;

3930 39503910

CGTGACCGACGTGGATTCGCTGGTAAAGGAAGTGGAAACCCTGTTGACCGACGAAGACTA
VTDVDSLVKEVETLLTDEDY

□
GCACTGGCTGCACCTAAGCGACCATTTCCTTCACCTTTGGGACAACTGGCTGCTTCTGAT

n

3990 40103370
□

CCGCCGTTACTACGGCCGCCATGCGGTGGAAGTGTTGTATCAGAATCAGGGAGCGTTGCA
RRYY GRHAVEVLY QNQGALQ

□
GGCGGCAATGATGCCGGCGGTACGCCACCTTCACAACATAGTCTTAGTCCCTCGCAACGT

□

40704 030
GCGCCTGCTGCAGCTGCTGGAACCGCACCTGCCGCCCCGGAGTCACTGAATGAGCAGCCG

RLLQLLEPHLPPRSH*MSSR

4050

—UraaECÜ

CGCGGACGACGTCGACGACCTTGGCGTGGACGGCGGGGCCTCAGTGACTTACTCGTCGGC
□

4130
CAAAAGCCTGTCGGTGGTGATGATCGCCAAAAACGAAGCCGGGCTGCTGCCGGACTGCCT
KSLSVVMIAKNEAGLLPDCL

4090 4110

a
GTTTTCGGACAGCCACCACTACTAGCGGTTTTTGCTTCGGCCCGACGACGGCCTGACGGA

4170
GCGCTCTGTCGCCTGGGCCGATGAAATCATCGTGCTGGACTCCGGCAGCGAGGACGACAG
RSVAWADE I I VLDSGSEDDS

CGCGAGACAGCGGACCCGGCTACTTTAGTAGCACGACCTGAGGCCGTCGCTCCTGCTGTC

41904150

4230

CGTCGCCGTCGCCGAAAGTCTGGGG i'' IAA/aj '-TGTTGAG 3' ACACCGACTGGCAAGGATT

VAVAESLGAKVFTHTDWQGF
GCAGCGGCAGCGGCTTTCAGACCCGCGGTTTCAGAAGTGCGTGTGGCTGACCGTTCCTAA

4210 Fl: 3 o 4250

42904270 4310

□

CGGCAAGCAGCGCCAGCTGGCGCAAAGCTACGCCAGCCATGACTACGTATTGATGATCGA

GKQRQLAQSYASHDYVLMID
□

GCCGTTCGTCGCGGTCGACCGCGTTTCGATGCGGTCGGTACTGATGCATAACTACTAGCT
□

4350
CGCCGACGAACGCGTCACCCCCGAACTGCGGCAATCCATCGAGCGGGTGTTGAACGCGCC

ADERVTPELRQSIERVLNAP

4330 4370

□

GCGGCTGCTTGCGCAGTGGGGGCTTGACGCCGTTAGGTAGCTCGCCCACAACTTGCGCGG
□

4390

GGACGACGGCGCCGTTTACAGCTGCGCGCGGCGCAACCTGTTCCTTGGCCGCTTCATGCG

DDGAVY SCARRNLFLGRFMR

4410 4430

□
CCTGCTGCCGCGGCAAATGTCGACGCGCGCCGCGTTGGACAAGGAACCGGCGAAGTACGC

4470
CCACAGCGGCTGGTATCCCGACCGCGTCAACCGCCTGTACGCCAATTCTCGCTATCGCTA

H S G W Y

GGTGTCGCCGACCATAGGGCTGGCGCAGTTGGCGGACATGCGGTTAAGAGCGATAGCGAT

4450 4490

PDRVNRLYANSRYRY

4530
TAACGACGATCTGGTGCACGAGCTGCTGAACATCGGCGACGCCAAAGTGATCCCCCTCAG

NDDLVHELLNIGDAKVIPLS
ATTGCTGCTAGACCACGTGCTCGACGACTTGTAGCCGCTGCGGTTTCACTAGGGGGAGTC

4510 4550

4570
CGGCGATATGCTGCACCTGACCTGCCGCGACTTCTTCGCCTTTCAGCGCAAACAGCTGCG
GDMLHLTCRDFFAFQRKQLR

4590 4610

□

GCCGCTATACGACGTGGACTGGACGGCGCTGAAGAAGCGGAAAGTCGCGTTTGTCGACGC
a

4670
CTATGCCGAAGAGTGGGCCACACAGCGCCACCGGGCCGGCAAGCGTTGCGGCTATCTGTC
YAEEWATQRHRAGKRCGY

4630 4650

L S

□
GATACGGCTTCTCACCCGGTGTGTCGCGGTGGCCCGGCCGTTCGCAACGCCGATAGACAG

□

4730
CATCCTGACCCACACGCTCGGCGCCTTCGTCAAAACCTGGCTGCTGCGGGCCGGCTTCCT
ILTHTLGAFVKTWLLRAGFL

4690 4710

□

GTAGGACTGGGTGTGCGAGCCGCGGAAGCAGTTTTGGACCGACGACGCCCGGCCGAAGGA

4750 4790
CGACGGTAAACAGGGGTTGCTGTTAGCGGTGGTCAACGCGCAATATACCTTCAATAAATA

DGKQGLLLAVVNAQYTFNKY

4770

□
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GCTGCCATTTGTCCCCAACGACAATCGCCACCAGTTGCGCGTTATATGGAAGTTATTTAT

4830 48504810
TGCCGCATTATGGGCATTGGGCCGCAACTACTCAGAGAAGTGAATCATGACCAGCAAAGC
AALWALGRNYSEK* M T S K A

-»*dtB

ACGGCGTAATACCCGTAACCCGGCGTTGATGAGTCTCTTCACTTAGTACTGGTCGTTTCG

4910
CATCTATCCCGGGACGTTCGATCCCATGACCAACGGCCACCTGGATTTAGTGACGCGCGC
IYPGTFDPMTNGHLDLVTRA

4870 4890

□
GTAGATAGGGCCCTGCAAGCTAGGGTACTGGTTGCCGGTGGACCTAAATCACTGCGCGCG

□
4950 49704930

□
GTCGCTGATGTTCGATCACGTGATTCTGGCCATCGCCGCCAGCCCGAGCAAAAAGCCGCT
SLMFDHVILAIAASPSKKPL

□
CAGCGACTACAAGCTAGTGCACTAAGACCGGTAGCGGCGGTCGGGCTCGTTTTTCGGCGA

□
5030

GTTCAGCCTGGATGAGCGTGTGGCGCTGGCGACGCAGGTCACCTCIGATCT' tGACAAT _'T

FSLDERVALATQVTSHLDNV

4990 5010 F..A/

□

CAAGTCGGACCTACTCGCACACCGCGACCGCTGCGTCCAGTGGAGCGTAGACCTGTTACA

50705050

77AGGTACTGGGCTTCAGCGAGCTGATGGCGCATTTCGCCGCTCACCAGAATGCCAATAT

EVLGFSELMAHFAAHQNANI

5090

□

CCTCCATGACCCGAAGTCGCTCGACTACCGCGTAAAGCGGCGAGTGGTCTTACGGTTATA

5150
CTTGGTGCGTGGCCTGCGGGCGGTGTCTGACTTTGAGTACGAACTGCAGCTGGCGAACAT

L Q L A N M
GAACCACGCACCGGACOGGGGFCACAGAPTPAAACTCATGCTTGACGTCGACCGCTTGTA

F5 0 n

51305110

LVRGLRAVSDFEYE

5170
GAACCGCCATTTGATGCCGACGCTGGAAAGCGTGTTCCTGATGCCTTCCGAAGAGTGGTC

NRHLMPTLESVFLMPSEEWS
CTTGGCGGTAAACTACGGCTGCGACCTTTCGCACAAGGACTACGGAAGGCTTCTCACCAG

5190 5210

b210EcoRV
GTTCATCTCCTCATCACTGGTGAAGGAGGTCGCCCGCCACGGCGGCGATATGGCGCCTTT
FISSSLVKEVARHGGDIAPF

52505230

□

CAAGTAGAGGAGTAGTGACCACTTCCTCCAGCGGGCGGTGCCGCCGGIAYAGCGCGGAAA

□
5310

CCTGCCCGATGTGGTCACTCAGGCGCTGATGGCGAAGCTCGCCGCCGCGTGATGCTCAGC
LPDVVTQALMAKLAAA

5290 5330

□

GGACGGGCTACACCAGTGAGTCCGCGACTACCGCTTCGAGCGGCGGCGCACTACGAGTCG
□

53705350

GCTGGCAGCGTCGGCAAAAGAAGGTGCTGCGCTGCCCGTGCTTGGCGGATTCAATCGGCG

CGACCGTCGCAGCCGTTTTCTTCCACGACGCGACGGGCACGAACCGCCTAAGTTAGCCGC
RQCRRCFFTSRQGHKASEIP

5390

□

5410 5430 5450

Tp-in
TGCCGCATGTGCGGCACGGTTCTCCCGCCCGTCCGTAAAGGTjGAG^T^GT'TCGCGAAGT

□
ACGGCGTACACGCCGTGCCAAGAGGGCGGGCAGGCATTTGGACGTCGAGGACGCGCTTCA

V Q L E Q A FTGCTRCPEGARGY

ACCCCGGTTTGCCGTCCGACTGCAAAAAGTCGCGCAATGTGGTGCCGCCCTGCTCGATGG
TGGGGCCAAACGGCAGGCTGACGTTTTTCAGCGCGTTACACCACGGCGGGACGAGCTACC

YGPKGDSQLFDRLTTGGQEI
□

5530 5570
AGCGTTGTAACACCGCCTTGATGGTCTTCGCCAACAGCGCCGCTTCGGCTTTGGTCAAGG
TCGCAACATTGTGGCGGAACTACCAGAAGCGGTTGTCGCGGCGAAGCCGAAACCAGTTC?

SRQLVAKITKALLAAEAK TL

5550 BazsHI

□
5590 BamHI5610 5630

ATGGCGCCGGACGATCGGGCAGGATCCCGGCGCTGAACAGCGATTCACTGGCGTAAATGT
TAG jGCGGCCTGCTAGCCCGTGGTAG3GCCGCGACTTGTCGCTAAGTGACCGCATTTACA
SGAPRDPLIGASFLSESAYI

5670
TACCGACCCCGACCACCAGCTTATTATCCATCAGCCACGGTTTGATCAGCGTGCGCTTAT
ATGGCTGGGGCTGGTGGTCGAATAATAGGTAGTCGGTGCCAAACTAGTCGCACGCGAATA

5650 5690
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NGVGVVLKNDMLWPKI L T R K

□
575057305710

□

TACGTGATTTTTCATACAGGTAGTCACCGTTGAACGCCTCACTCAGCGGTTCCGGCCCCA
ATGCACTAAAAAGTATGTCCATCAGTGGCAACTTGCGGAGTGAGTCGCCAAGGCCGGGGT
NRSKEYLYDGNFAESLPEPG

□
5790 58105770

□
GATGCGCCAACACGCTGCTGGTCGCCAGGTCTTCGCACCACAGCCAGGCGCCGAAGCGGC
CTACGCGGTTGTGCGACGACCAGCGGTCCA.GAAGCGTGGTGTCGGTCCGCGGCTTCGCCG
LHALVSSTALDECWLWAGFR

□
5850 58705830

GCGGATCGGTATAGC'-'":/^GA'"':'.TA'"':GTf; ITTGATCACCAGATCGACGTGGTCGTGTT
CGCCTAGCCATATCGCGTCCTAGTATGGCAACAACTAGTGGTCTAGCTGCACCAGCACAA
RPDTYRLIMGNNIVLDVHDH

□

5910 59305890
TGCCGGCTTCGTCTTCGTTTTCCTCACGCAGCATGCGCAGGCTGCCCGACATGCCCAGAT
ACGGCCGAAGCAGAAGCAAAAGGAGTGCGTCGTACGCGTCCGACGGGCTGTACGGGTCTA
KGAEDENEERLMRLSGSMGL

5950
GCACGATAATCCAACCGCGCTCCAGCTCAATCAGCAGGTATTTGGCCCGACGCTGCACGC
CGTGCTATTAGGTTGGCGCGAGGTCGAGTTAGTCGTCCATAAACCGGGCTGCGACGTGCG
HVI IWGRELE I LLYKA.RRQV

6030
TGAGCACCGGCTGATCGCTCAGCGTCAGGATCTGCTCGGAAACCGGCCAGCGCAGGCGCG

ACTCGTGGCCGACTAGCGAGTCGCAGTCCTAGACGAGCCTTTGGCCGGTCGCGTCCGCGC

5970 5990

60506010

L T L I Q E
6090

S V P W R L R

6110
S L V P Q D S

6070

CGTTGCGCACCACCGCATACTGAATGCTGTGGCCGACAAGATAAGGCTCTATACCGCGTC
GCAACGCGTGGTGGCGTATGACTTACGACACCGGCTGTTCTATTCCGAGATATGGCGCAG

ANRVVAYQISHGVLYPEIGR
6150

TGCTCGTCTCAACTTCCGGTAATTCAGGCATCTGGCTTCCCCTCCGATGTTTTCTACCCT
ACGAGCAGAGTTGAAGGCCATTAAGTCCGTAGACCGAAGGGGAGGCTACAAAAGATGGGA

RSTEVEPLEPM

fpg <-
6210

TTATAAAACAAAAAACCCGGCCAAGGCCGGGTTTTTCATTAATCCACTAAAATTATTTAA

AATATTTTGTTTTTTGGGCCGGTTCCGGCCCAAAAAGTAATTAGGTGATTTTAATAAATT

61706130

6190 6230

K

□

6250 6270 6290 6290

TTTTAGCTTCTTTGTATACTACGTGCTGACGGACAACTGGATCGAATTTCTTCAGTTCCA
AAAATCGAAGAAACATATGATGCACGACTGCCTGTTGACCTAGCTTAAAGAAGTCAAGGT

IKAEKYVVHQRVVPDFKKLE
□

6310 6330 6350

TpjGn
ATTTTTCCG7GTTA 37AC7GT1GTT'-TTCGTGGTGGTATAGAAGTGACCAGTACCAGCAG
TAAAAAGGCCGAATCATGCGAACAAGAAGCACCACCATATCTTCACTGGTCATGGTCGTC
LKEPKTRKNKTTTYFHGTGA

□

6390
AAGAAACCAGCTTGATCTTCTCGCGAACACCTTTAGCCATGATTCAGTTCCTTAATACTT
TTCTTTGGTCGAACTAGAAGAGCGCTTGTGGAAATCGGTACTAAGTCAAGGAATTATGAA

SSVLKIKERVGKAM

rpmG

6370 6410

Y K

□

6430 6450 6470
□

CTCACCACGGGCACGCAGATCGGCCAGAACCGTCTCAATACCCTTCTTATCGATAACTTT
□

GAGTGGTGCCCGTGCGTCTAGCCGGTCTTGGCAGAGTTATGGGAAGAATAGCTATTGAAA
IGKKDIVKE G R A R L D A L V T E

□

6490 6510 6530
□

CATACCTTTAGCAGATACACGCAGAGTTACAAAGCGCTTCTCAGCCTCAACCCAAAAACG
GTATGGAAATCGTCTATGTGCGTCTCAATGTTTCGCGAAGAGTCGGAGTTGGGTTTTTGC
MGKASVRLTVFRKEAEVWFR

□
6550 6570 6590

□

GTGTGAGTGCAGGTTAGGCAGAAAACGGCGTTTGGTCGCGTTCATTGCGTGGGAACGGTT
CACACTCACGTCCAATCCGTCTTTTGCCGCAAACCAGCGCAAGTAACGCACCCTTGCCAA
HSHLNPLFRRKTANMAHSRN

□

6610 6650
GTTACCGCTCACCGGGCGCTTGCCAGTAACTTGGCAGACTCGGGACATGTCTATTCTCCA
CAATGGCGAGTGGCCCGCGAACGGTCATTGAACCGTCTGAGCCCTGTACAGATAAGAGGT

NGSVPRKGTVQCVRSM rpmB

6630
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D

6670 6690 6710

"pTi
AAAATCAAATCAGCTCGAGCTTCGTATAGGGTATGGCCGCCTCGTCAGGCTTTTA 4n7 7'7

□
TTTTAGTTTAGTCGAGCTCGAAGCATATCCCATACCGGCGGAGCAGTCCGAAAATCTCGG

6770
GAT'JT'JA V.'AAA'-'TTCATACTGAGGAGACTCTCGTCATCAGGTAGAAACCACACATCAGG
GTAGAGTCGTTTGAAGTATGACTCCTCTGAGAGCAGTAGTCCATCTTTGGTGTGTAGTCC

6790

TCACAAACCTGCTGAGATAGGCTCTTGCGCCAAACCCAAGATTCTCAAAGGTGGCGTAGT

AGTGTTTGGACGACTCTATCCGAGAACGCGGTTTGGGTTCTAAGAGTTTCCACCGCATCA
6850

ATACGCTCTGAAGCGTAAGTGCTCAATTCCCGATCAGCTAAAGATCCCACAAAGATCGCG

TATGCGAGACTTCGCATTCACGAGTTAAGGGCTAGTCGATTTCTAGGGTGTTTCTAGCGC

6930
AAAAAATCGCTTAAAGCCATCCGCGCTCGGCAAAAGAGACGCATTCACCCCGACCGATCA

ttttttagcgaatttcggtaggcgcgagccgttttctctgcgtaagtggggctggctagt

G R G I

67506730

6810 6830

6870 6890

6910 6950

LWGREAFSVCE

6990 70106970

CCAAATGATCGAGCACTCGGATCTCCAATAACTGGCAGGCTTTCACCACCTGTTCAGTTA
GGTTTACTAGCTCGTGAGCCTAGAGGTTATTGACCGTCCGAAAGTGGTGGACAAGTCAAT

VLHDLVRIELLQCAKVVQET
□

7030 7050 7070

TPa‘-U
TCAAACGGTGG3CATGACT G~t 37 T GAGCCT TACCCGAGGGGTGATTATGCGCGAGAATCA
AGTTTGCCAGCCGTACTGACCCAAGTCGGAATGGGCTCCCCACTAATACGCGCTCTTAGT

ILRDAHSPEAKGSPHNHALI

□
7090 7110 7130

□
GCGCGGCGGCATTAGCCTTCAACGCTTCACGCACAATTTCTCTCGGGTAGACGACGACGC
CGCGCCGCCGTAATCGGAAGTTGCGAAGTGCGTGTTAAAGAGAGCCCATCTGCTGCTGCG

LAAANAKLAERVIERPYVVV

□
71707150 Kpnl

TGCTGAT 33TAGGAGCAAACATCTCCTGATGGCGAATAACCCGATGCTGATTGTCTAAAA

ACGACTAGGA” 3 3TCGTTTGTAGAGGACTACCGCTTATTGGGCTACGACTAACAGATTTT

SS I TGAFMEQHR I
7230

ACAATACCAAAAAGACCTCTCGCTCACGATGCGCCAGCAGGCTTTGCAGATAATGCTGGG
TGTTATGGTTTTTCTGGAGAGCGAGTGCTACGCGGTCGTCCGAAACGTCTATTACGACCC

7190

V R H Q N D L
72507210

FVERERHALLS

7290
F L V L

7270
TGACGCGCGGGTTAAGCATGGCGTTTTCCTGCGAGAGATGGCTGGAAAAGAAGCGAAGCG
ACTGCGCGCCCAATTCGTACCGCAAAAGGACGCTCTCTACCGACCTTTTCTTCGCTTCGC

TVRPNLMANEQSLHSS

Q L y H Q
7310

F F R L

□
7330 7350 7370

CCAGCTCGGCAATCGCCTGCAACTGCGTATAGCTGGCGTCGCCCAGGCCTTTTTGACTGC
GGTCGAGCCGTTAGCGGACGTTGACGCATATCGACCGCAGCGGGTCCGGAAAAACTGACG
ABEAIAQLQTY SADGLGKQS

□
7390 7410 7430

□
AAAACGCCTGATGATCGGCCGACATCAGATGGTAAAGCGAGCCGAATCGGCGCAGCAGCT
TTTTGCGGACTACTAGCCGGCTGTAGTCTACCATTTCGCTCGGCTTAGCCGCGTCGTCGA
CFAQHDASMLHY LSGFRRLL

□

7450
GCTCCGCCAGCTGCATTACGTGCACGCCGGGCAACCCGGTGCGCAAGAAAATGGCCAACA

7470 7490

CGAGGCGGTCGACGTAATGCACGTGCGGCCCGTTGGGCCACGCGTTCTTTTACCGGTTGT
QEALQMVHVGP

7510
LGTRLFIAL

75507530

GCTCTGCGTCGGACAGCGCCGCGGCCCCCTGCATCAACAGCTTTTCACGCGGCGCCAGCG
CGAGACGCAGCCTGTCGCGGCGCCGGGGGACGTAGTTGTCGAAAAGTGCGCCGCGGTCGC
LEAOS

7570
LAAAGQML

7590

L K E R P A L

7610

CGCCCGGCCAGCACGCCACAGTCGGGTTGCTCATG tTGTT'-l’1-PAAGGGCTACAG
TppC

GCGGGCCGGTCGTGCGGTGTCAGCCCAACGAGTAGCACAAGGAGGGACTTTCCCGATGTC
AGP'WCAVTPNSM

radC 4-

□
7630 7650 7670

n

CATGCCATGCGCCCCCCAGCGCGTTCGACAGGTGTTTGATAACATTGCGAAGTGTTTCGC
MPCAPQRVRQVFDN

—^dípü
GTACGGTACGCGGGGGGTCGCGCAAGCTGTCCACAAACTATTGTAACGCTTCACAAAGCG

I A K C F A

□

□
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773077107690

AAAGCACAATGTAACGCCCTGCAGCCATTGCGGAATCGCTCACCTGAACGGCGGATATGC
KHNVTPCSHCGIAHLNGGYA

□
TTTCGTGTTACATTGCGGGACGTCGGTAACGCCTTAGCGAGTGGACTTGCCGCCTATACG

□

7790

TAAAATGGCGCATCTTTCGGCTTTCAATCGGACAATGATGATGACGGGACTTTGGAGAA
KMAHLSAFNRTMMMTGLSGK

77707750 Ti.'a

□
ATTTTACCGCGTAGAAAGCCGAAAGTTAGCCTGTTACTACTACTGCCCTGAAAGGCCGTT

7830 78507810

AGAIAT'! i T ■.•GTTGGCATCAGCGGCGGCATCGCCGCCTACAAATGCCCAGAGCTGGTGCG
HIVLGISGGIAAYKCPELVR

□

TGTATAACACGAACCGTAGTCGCCGCCGTAGCGGCGGATGTTTACGGGTCTCGACCACGC

79107870
CCGCCTGCGCGACAGGGGCGCGGAAGTGCGCGTGGTGATGACCCACGCCGCCAAGGCGTT
RLRDRGAEVRVVMTHAAKAF

GGCGGACGCGCTGTCCCCGCGCCTTCACGCGCACCACTACTGGGTGCGGCGGTTCCGCAA

7890

7970
CATTACGCCGCTGACGCTGCAGGCCGTTTCCGGCCACCCGGTGTCCGACGATCTGTT33A

ITPLTLQAVSGHPVSDDLLD

79507930 BamHI

□

GTAATGCGGCGACTGCGACGTCCGGCAAAGGCCGGTGGGCCACAGGCTGCTAGACAAGOT
□

7990
7 AYCGCCGCCGAAGCCGCCATGGGCCACATCGAACTTGGCAAATGGGCGGATCTGGTGAT

PAAEAAMGHIELGKWADLVI

8010 8030

□
A3~GCGGCGGCTTCGGCGGTACCCGGTGTAGCTTGAACCGTTTACCCGCCTAGACCACTA

□

8050
TCTGGCGCCGGCGACCGCCGATCTGCTGGCGCGCGTCGCCGCCGGCATGGCCAACGATCT

LAPATADLLARVAAGMANDL

8070 8090

□
AGACCGCGGCCGCTGGCGGCTAGACGACCGCGCGCAGCGGCGGCCGTACCGGTTGCTAGA

8130

GCTGACTACCGTCTGCCTGGCGACCGACGCCCCTATCGCCGCCGCCCCC:t~:A7A'''A77G

LTTVCLATDAPIAAAPAMNQ

8110 8150 Tr t1-

□
CGACTGATGGCAGACGGACCGCTGGCTGCGGGGATAGCGGCGGCGGGGGCGGTACTTGGT

8170
G'OA^AT-TATCGCGCCGCCGCCACGCAGGCCAACCTGCAAACGCTGCACGCGCGCGGCAT

QMYRAAATQANLQTLHARGM
CGTCTACATAGCGCGGCGGCGGTGCGTCCGGTTGGACGTTTGCGACGTGCGCGCGCCGTA

8190 3210

8230 8250
GCTGCTCTGGGGGCCGGACAGCGGCAGCCAGGCCTGCGGCGACGTCGGCCCGGGCCGCAT

LLWGPDSGSQACGDVGPGRM

8270

□
CGACGAGACCCCCGGCCTGTCGCCGTCGGTCCGGACGCCGCTGCAGCCGGGCCCGGCGTA

□

8290
BamHID

GCT33ATGGGCTGGACATCGTCGAGCTGGCGAACGGTCATTTCTCCGCCCCGCAGGATCT

LDPLDIVELANGHFSAPQDL

8310 3330

□

CGAC37AÍ3CGACCTGTAGCAGCTCGACCGCTTGCCAGTAAAGAGGCGGGGCGTCCTAGA
□

8370
GCAACATTTGCACGTTATGATCACCGCCGGCCCGACGCGCGAAGCGCTGGATCCGGTACG

Q H L H V M I

8350 8390

TAGPTREALDPVR

□

CGTTGTAAACGTGCAATACTAGTGGCGGCCGGGCTGCGCGCTTCGCGACCTAGGCCATGC

8430
CTTCATCAGCAATCACAGCTCCGGCAAAATGGGCTTCGCCATCGCCCGCGCCGCCGCCGC

F I SNHS SGKMGFAIARAAAA

8410 8450

□

GAAGTAGTCGTTAGTGTCGAGGCCGTTTTACCCGAAGCGGTAGCGGGCGCGGCGGCGGCG

8470 8490 8510

CCGCGGCGCGCAGGTGACGCTGATCGCCGGGCCGGTGAGCCTGCCGACGCCGCCAAAGGT
RGAQVTLIAGPVSLPTPPKV

GGCGCCGCGCGTCCACTGCGACTAGCGGCCCGGCCACTCGGACGGCTGCGGCGGTTTCCA

8550
CACACGCGTGGACGTCACCAGCGCGCTGGAGATGGAACAGGCGGTGCAACAGCGCG^CAG

T R V D V T

GTGTGCGCACCTGCAGTGGTCGCGCGACCTCTACCTTGTCCGCCACGTTGTCGCGCGGTG

8530 8570 ha: :

SALEME QAVQQRAT
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8610 86308590

TGAGGATTV 1ATTTTCATCTCCTGCGCCGCCGTAGCCGACTACCGTCCCGAGCGGATCGC

QQQIFISCAAVADYRPERIA
□

AGTCGTCGTCTAAAAGTAGAGGACGCGGCGGCATCGGCTGATGGCAGGGCTCGCCTAGCG
□

869086708650
CGATGAAAAAATAAAAAAACAGGGTGATGAAATCGTCCTCAAGATGGTAAAAAACCCC ~A

IVLKMVKNPDDEKIKKQGDE
□

GCTACTTTTTTATTTTTTTGTCCCACTACTTTAGCAGGAGTTCTACCATTTTTTGGGGG7
□

87508730EcoKV 8710
7A77GTCGCCGGCGTGGCGGCGATGACCAAAAATCGACCGTTTGTCGTGGGGTTTGCCGC
IVAGVAAMTKNRPFVVGFAA

□

ATA'iCAGCGGCCGCACCGCCGCTACTGGTTTTTAGCTGGCAAACAGCACCCCAAACGGCG

8790 88108770
CGAAACCCAGAATGTGGAAGAATACGCGCGGCAAAAACTGGCGCGTAAGAAGCTGGATTT

ETQNVEEYARQKLARKKLDL
□

GCTTTGGGTCTTACACCTTCTTATGCGCGCCGTTTTTGACCGCGCATTCTTCGACCTAAA

88708830
GATTTGCGCTAACGATGTATCGCTCGCAGAGCACGGGTTCAACAGCGACACCAATGCCCT
ICANDVSLAEHGFNSDTNAL

CTAAACGCGATTGCTACATAGCGAGCGTCTCGTGCCCAAGTTGTCGCTGTGGTTACGGGA

8850

89308890
GCACCTTTTTTGGCAGGATGGAGATAAACGCCTGGCGCTGAGCGACAAGGCACTCCTTGG
HLFWQDGDKRLALSDKALLG

8910

□

CGTGGAAAAAACCGTCCTACCTCTATTTGCGGACCGCGACTCGCTGTTCCGTGAGGAACC
□

89908950
CCAACGTTTAATAGACGAGATAGTCAGCCGTTATGATGAAAAAAATCGACGTTAAGATCC

QRLIDEIVSRYDEKNRR*
MMKKIDVKI

—>dut

8970

L

□

9030 90509010

TCGACCCGCGCATCGGTCAGGATTTCCCGCTACCGACCTACGCCACTCCGGGCTCCGCCG
DPRIGQDFPLPTYATPGSAG

AGCTGGGCGCGTAGCCAGTCCTAAAGGGCGATGGCTGGATGCGGTGAGGCCCGAGGCGGC
9070

GTCTCGACCTGCGCGCCTGCCTGGACAGCGCGGTGGAGCTGGCGCCGGGTGAAACCACGC

LDLRACLDSAVELAPGETTL
CAGAGCTGGACGCGCGGACGGACCTGTCGCGCCACCTCGACCGCGGCCCACTTTGGTGCG

9150

TGCTGCCTACCGGTCTCGCGATCCATATCGCCGACGCCGGCCTGGCGGCGGTAATCCTGC

LPTGLAI H IADAGLAAVI LP
ACGACGGATGGCCAGAGCGCTAGGTATAGCGGCTGCGGCCGGACCGCCGCCATTAGGACG

9210
CGCGCTCAGGACTGGGCCATAAGCACGGCGTCGTGCTGGGCAATCTGGTCGGCCTGATCG

RSGLGHKHGVVLGNLVGLID
GCGCGAGTCCTGACCCGGTATTCGTGCCGCAGCACGACCCGTTAGACCAGCCGGACTAGC

9270
ACTCCGATTATCAAGGCCAGCTGATGGTGTCGGTCTGGAACCGCGGCCAGAAGTCATTCA

SDYQGQLMVSVWNRGQKSFT
TGAGGCTAATAGTTCCGGTCGACTACCACAGCCAGACCTTGGCGCCGGTCTTCAGTAAGT

9310

CTATCGAACCGGGCGAACGCATCGCGCAGATGGTCTTCGTGCCAGTGGTGCAGGCCGAGT

I E PGER IAQMVFVPVVQAE F
GATAGCTTGGCCCGCTTGCGTAGCGCGTCTACCAGAAGCACGGTCACCACGTCCGGCTCA

9410
TCAACCTGGTGGAAGAGTTCGACAGCAGCGAGCGCGGCGAAGGCGGCTTCGGCCACTCGG
NLVEEFDSSERGEGGFGHSG

AGTTGGACCACCTTCTCAAGCTGTCGTCGCTCGCGCCGCTTCCGCCGAAGCCGGTGAGCC
9470

GGCGCCACTAAGCGCCACTCAATGCACGATGGCCGGCAGGGAAACGTCGCCTGAACCTTG
R H *

CCGCGGTGATTCGCGGTGAGTTACGTGCTACCGGCCGTCCCTTTGCAGCGGACTTGGAAC
9490

CCTTTCCGGGGAGAAGGATGTCTCTGCGGCAAGGTTTTACCGCGACAATTGCAGCGCACA
GGAAAGGCCCCTCTTCCTACAGAGACGCCGTTCCAAAATGGCGCTGTTAACGTCGCGTGT

9570
CCAGGCAGCGCGGAAAAAGGCCGTTAAGCCGCTGACCCCAGCATCGTAAAAAAGCTATCA
GGTCCGTCGCGCCTTTTTCCGGCAATTCGGCGACTGGGGTCGTAGCATTTTTTCGATAGT

9090 9110

9130 9170

9190 9230

9250 9290

9330 9350

93909370

9430 9450

9510 9530

9550 9590

□
9610 9630 9650

□

CATAAGCCGCACAGAGCCTGCTCTGCAGCGGCCGGTGCCCGGGTTTCCGTCAGTTAAGTT
□

GTATTCGGCGTGTCTCGGACGAGACGTCGCCGGCCACGGGCCCAAAGGCAGTCAATTCAA
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9670
T TAGCAAGGGTCTAAT CAGACAT GGCAGAAAAAGAAAATACGAAAAGGAATCGGCGCGAG

KENTKRNRRE

9690 9710

MAE

—> ttk

AATCGTTCCCAGATTAGTCTGTACCGTCTTTTTCTTTTATGCTTTTCCTTAGCCGCGCTC

9770
GAAATATTGCAGGCGTTAGCCCAGATGCTGGAATCCAGCGACGGCAGCCAGCGCATTACC
EILQALAQMLESSDGSQRIT
CTTTATAACGTCCGCAATCGGGTCTACGACCTTAGGTCGCTGCCGTCGGTCGCGTAATGG

97509730

98109790
ACCGCCAAGCTCGCCGCGAACGTGGGTGTTTCTGAAGCTGCGCTGTACCGGCATTTCCCC
TAKLAANVGVSEAALYRHFP

9830

□

TGGCGGTTCGAGCGGCGCTTGCACCCACAAAGACTTCGACGCGACATGGCCGTAAAGGGG
□

9890
AGCAAGACACGGATGTTCGACAGTCTGATCGAGTTTATCGAAGACAGCCTGATCACCCGC
SKTRMFDSLIEFIEDSLITR

98709850

□

TCGTTCTGTGCCTACAAGCTGTCAGACTAGCTCAAATAGCTTCTGTCGGACTAGTGGGCG

□

9950
ATCAACCTGATCTTGCAGGACGAGAAAGAGACGTTTAATCGTCTGCGCCTGATTTTACTG
INLI LQDEKETFMRLRLI LL

99309910

□

TAGTTGGACTAGAACGTCCTGCTCTTTCTCTGCAAATTAGCAGACGCGGACTAAAATGAC

9970
CTGATTCTGGGCTTTGCGGAACGCAACCCGGGGCTGACGCGCATCATGACCGGCCACGCG

LILGFAERNPGLTRIMTGHA

9990 10010

□

GACTAAGACCCGAAACGCCTTGCGTTGGGCCCCGACTGCGCGTAGTACTGGCCGGTGCGC

10050

CTAATGTTTGAACAGGATCGCCTGCAGGGCCGCATCAATCAGCTGTTCGAACGCATCGAG

LMFEQDRLQGRINQLFERIE
GA1TACAAAC7TOGETAG': ■ JACGTCCCGGCGTAGTTAGTCGACAAGCTTGCGTAGCTC

10030 10070

?u-■=•*3
10110

GCGCAGCTGCGTCAGGTGCTGAAAGAGCGCAAATTGCGCGAAGGCAAAGGCTTTATCGTC
AQLRQVLKERKLREGKGFIV

10090 10130

□
CGCGTCGACGCAGTCCACGACTTTCTCGCGTTTAACGCGCTTCCGTTTCCGAAATAGCAG

□
10150 10170 10190

□

GATGAAACGCTGCTGGCGAGCCAGCTGCTGGCCTTCTGCGAAGGCATGTTGTCGCGCTAT

DETLL ASQLLAFCEGMLSRY
□

CTACTTTGCGACGACCGCTCGGTCGACGACCGGAAGACGCTTCCGTACAACAGCGCGATA

□

10250
GTGCGTTCGOAATTGCGCTATCGCCCAACGCAGGAATTCGACGCCCGCTGGCCGCTGTTG

VRSEFRYRPTQEFDARWPLL

10210 BaóRl 10230

□
CACGCAAGCGT7AA7GCGATAGCGGGTTGCGTCCTTAAGCTGCGGGCGACCGGCGACAAC

□
10310

GCGGCCCAGCTGCAATAACGATAACGCCGGGCATGCCCGGCGTTTTTACTTATATCCCGT

A A Q L Q -

10270 10290

□

CGCCGGGTCGACGTTATTGCTATTGCGGCCCGTACGGGCCGCAAAAATGAATATAGGGCA

10330 10350 10370

ACTGCTCGCGGTAAGCGCGCACCGCCGCCAGATGATCCGCCATTTCCGGTTTCTCTTCCA
TGACGAGCGCCATTCGCGCGTGGCGGCGGTCTACTAGGCGGTAAAGGCCAAAGAGAAGGT

10410
GATAGGCGATCAGATCCTTCAGCGTCACGATCGAAATCACCTTGCAGTGGTAGTCGCGTT
CTATCCGCTAGTCTAGGAAGTCGCAGTGCTAGCTTTAGTGGAACGTCACCATCAGCGCAA

10450
CCACTTCCTGAATGGCGGAGATGTCCGCGCGGCCGC
GGTGAAGGACTTACCGCCTCTACAGGCGCGCCGGCG

10390 10430

10470
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Annex II. Seqüéncia de nucleótids de l'insert del cósmid cosRl 1.
BamHI ......

—ATGCTGATTCGGCCGGTGGAGCGTGAATCGGCGGTCACGAACAGGCTGATGGTTTTCA
•+ •+•+ •+ •+•+

: "TA 3ACTAAGCCGGCCACCTCGCACTTAGCCGCCAGTGCTTGTCCGACTACCAAAAGT

CCTTCAACGCCACCGCCAGATGCAGCGGCCCGGTGTCGCCGGTGACCAGAACATGGAAAC
•+ •+•+ •+ •+•+

GGAAGTTGCGGTGGCGGTCTACGTCGCCGGGCCACAGCGGCCACTGGTCTTGTACCTTTG

TGTCGAGCAACGTCAGCAAGCCTTGCAGCCCCGTTTTACCGATCTGATTATCCACGCAGG
•+ •+ •+•+ •+

ACAGCTCGTTGCAGTCGTTCGGAACGTCGGGGCAAAATGGCTAGACTAATAGGTGCGTCC

CCTGCGTTTGCGGGCCGATCAGGCTCATAAACTGTTGGGCCTTGCCGTCGTCAAGCGGTG
•+ •+ •+ •+•+ •+

GGACGCAAACGCCCGGCTAGTCCGAGTATTTGACAACCCGGAACGGCAGCAGTTCGCCAC

CGCCAATCAGCACGATGCGCACATTGGGGTGCTTCGCCACCAGCTCATCGGCCAGGCGCG
•+ •+ •+ •+■ + •+

GCGGTTAGTCGTGCTACGCGTGTAACCCCACGAAGCGGTGGTCGAGTAGCCGGTCCGCGC

CATAGTGCGACACCGGCCAGCAACGCGACTCCGTCGATGCCCCCAGTTGAAAACCGATGG
•+ •+ •+ •+ •+•+

GTATCACGCTGTGGCCGGTCGTTGCGCTGAGGCAGCTACGGGGGTCAACTTTTGGCTACC

TGGGATC-GTCGCTGCTTTTGACGCCGCGCTGATAGTCCACGGGAATTTCCATCGTCGGAT
•+ •+ •+ •+ ■ +•+

ACCCTACCAGCGACGAAAACTGCGGCGCGACTATCAGGTGCCCTT.AAAGGTAGCAGCCTA

CGTCGCTAGG'-GA V:::CAAA'.T .tGAAATCAGCTCGAGTTTGCGGCGCACGAAATGGCCGT
■ +•+ •+ •+ •+•+

GCAGCGATGCCGTCGGGTTTTACCTTTAGTCGAGCTCAAACGCCGCGTGCTTTACCGGCA

AATAATGGAAGATATAGTTGGTTAACCAAGGCTCCAGCCCGCAAATGCCCGAGCTGTAGT
•+ •+•+ •+ •+

TTATTACCTTCTATATCAACCAATTGGTTCCGAGGTCGGGCGTTTACGGGCTCGACATCA

TATCCCTGATGATGTACTTTGCCCCCGCCATGACGGCGCTGATGATGTCATAAGGCAGAT
•+•+ •+ •+ •+ •+

ATAGGGACTACTACATGAAACGGGGGCGGTACTGCCGCGACTACTACAGTATTCG.’TGTA
RE-'. 11

GAGAGTGCAGGATCAGCGCCAAATCCGGCTGATGTTCGCGCAGCGATTTCAGCAATGGGC
•+ ■ + •+ •+•+

CTGTGAGGTCCTAGTCGCGGTTTAGGCCGACTACAAGCGCGTCGCTAAAGTCGTTACCCG

GTATCGTCTTGATCTTGCTGTCCCAATACACCACGCGATCGTAATAGCGGCCGTTTTCCA
•+ •+ ■ + + •+ •+

CATAGCAGAACTAGAACGACAGGGTTATGTGGTGCGCTAGCATTATCGCCGGCAAAAGGT

CCAGTTCGCGGTTTTTCTTGTGCACCACCAGCGTGATGTGCGCGTTGGGATAGCGTTCCC
■ + •+ •+ •+•+

GGTCAAGCGCCAAAAAGAACACGTGGTGGTCGCACTACACGCGCAACCCTATCGCAAGGG

TCATCGCCCTCAATGCCGGCGTGTTGAACATGAAGTCGCCCAACG':~ ’TGGT 5 MIAGA

•+ •+ ■ + •+ •+ ■ +

AGTAGCGGGAGTTACGGCCGCACAACTTGTACTTCAGCGGGTTGCGGCACCACCTCATCT

TGACGATATTGTCCAACTGCTGGGCGCAGTCGAACGTCGCCTTGTCCTGAAAACGGCCGT
•+ •+ •+ •+ •+ ■ +

ACTGCTATAACAGGTTGACGACCCGCGTCAGCTTGCAGCGGAACAGGACTTTTGCCGGCA

ACTTCGCCGTATAGCGCCGCAGGAACCAGTCGGCAACCTTAATTTTCCATTTCTTCGACA
•+ •+ •+ •+ •+ •+

TGAAGCGGCATATCGCGGCGTCCTTGGTCAGCCGTTGGAATTAAAAGGTAAAGAAGCTGT

AvraaFi—

TGTGCGTGCTTAGTTCGCTTTAAGTTGATAATACTCGGCCAGCGTCATGCCCACCGTGCG

•+ •+ •+ •+ •+ •+

ACACGCACGAATCAAGCGAAATTCAACTATTATGAGCCGGTCGCAGTACGGGTGGCACGC

CTGCTGCAGCCAGTCAAACAGCTGCTCCAGATCGCGGTACAGCACTTCGATATCCTGCTC
■ + •+ + + •+

GACGACGTCGGTCAGTTTGTCGACGAGGTCTAGCGCCATGTCGTGAAGCTATAGGACGAG

GGTTTTGAACGTCGGGCTGCCGCCCGGCATAAACTCGGAGGAGTGCAGCATAAACTCGAC
•+ •+ ■ + + •+ •+

CCAAAACTTGCAGCCCGACGGCGGGCCGTATTTGAGCCTCCTCACGTCGTATTTGAGCTG

GTAGTCATGCCCCTGCGCCAACGACGTCTCGGCCACGCTTATCATCTTGGCCACGTTGCC
•+ ■ + •+ •+ •+ •+

CATCAGTACGGGGACGCGGTTGCTGCAGAGCCGGTGCGAATAGTAGAACCGGTGCAACGG

GCCACTCGGCCGCAGCCAGTTGACGGACGGCGAACGCCGCTTGCCGCGCAGCCGATCATA
■ + •+ ■ + •+ •+ ■ +
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CGGTGAGCCGGCGTCGGTCAACTGCCTGCCGCTTGCGGCGAACGGCGCGTCGGCTAGTAT

GCCCTGCTTGAACGCATTCATCAGCGCCGAATGC1 'I " .‘A 1 ■: -GCACTTC
•+•4- ■ + •4- ■ +■ +

CGGGACGAACTTGCGTAAGTAGTCGCGGCTTACGAACATGACCTACGAGTAGCCGTGAAG

CAGCAGCGACGAAGCGCCCGGCTTGGCGATGTTCTGCGGATCGATGAAATAGGCGTGCGA
■ + ■ + •4-•+ + •+

GTCGTCGCTGCTTCGCGGGCCGAACCGCTACAAGACGCCTAGCTACTTTATCCGCACGCT

CGGGAACCGGCTGTAATCGGTACCGCCGTTGCCCTGCGGGTTGCCCGGCGAAAACTGCCA
■ + •+ ■ + •+ •+ •+

GCCCTTGGCCGACATTAGCCATGGCGGCAACGGGACGCCCAACGGGCCGCTTTTGACGGT

GTTGACCCGCGGCGTAACCGAACAATCCACCTGATAGCCGTATTCCAGCAGCAGTGAGGC
•+■ + •+ •+ •+ •+

CAACTGGGCGCCGCATTGGCTTGTTAGGTGGACTATCGGCATAAGGTCGTCGTCACTCCG

ATAGTATTCGTTGAACGCCCAACGGCCGGCGCGATGGCTGAGCATTTTGGTCTGGAAGGC
•+ ■ + •+ •+ ■ + •4-

TATCATAAGCAACTTGCGGGTTGCCGGCCGCGCTACCGACTCGTAAV. y.'. tA 1": •

GTCCTCCAGCAGTTTGGTCATGTGGTCGACCTTGGCGCGTATCTGATCGGCGGGATACTC

■4- •4- •+ •+

A GGAGGTCGTCAAACCAGTACACCAGCTGGAACCGCGCATAGACTAGCCGCCCTATGAG

gatcaaataaggcttgtggcgccagtcgtcatcggtgagcggcgtcagcggcgggctgtt

■4-■4- •4- •4- •+ +

ctagtttattccgaacaccgcggtcagcagtagccactcgccgcagtcgccgcccgacaa

CCAGGCGTGCAGATGCATGCCGACTTCACCGGCGCCGCGGGCGATCACGTCACGC'' •: '.AG

•+ ■ + •+ •4-•4- ■ +

GGTCCGCACGTCTACGTACGGCTGAAGTGGCCGCGGCGCCCGCTAGTGCAGTGCGCGCTT

: : A'G 'TA-. - '"’GGATCCATCGCCATTTCATAGTTGGTGAGATAAACCGGCTTGAAGGC
■ +•4- •4- •4- •+ •4-

GAGCTGCATTCGGCCTAGGTAGCGGTAAAGTATCAACCACTCTATTTGGCCGAACTTCCG

ATATTTCTCGCACAGCGCCTGAAAGCGCGGCAAGAAACGCGTGTTTTCGGTCGCGATGCG

•4- ■ + ■ •+ •4- •+

TATAAAGAGCGTGTC.GCGGACTTTCGCGCCGTTCTTTGCGCACAAAAGCCAGCGCTACGC

ATCGTGGTTTTGCCACAGATTATCGCCTTCGGTATCAATGGTGATGAGAAACGCCGGTTT
•+ •+•+ •+ •+ •+

TAGCACCAAAACGGTGTCTAATAGCGGAAGCCATAGTTACCACTACTCTTTGCGGCCAAA

AGTCATGAATATCGAACCTGATATCAACAGAATACGCTATGTTACGCAGGCCGTTTCGCC
•+ ■4 •4- ■4-•4- •4-

TCAGTACTTATAGCTTGGACTATAGTTGTCTTATGCGATACAATGCGTCCGGCAAAGCGG

AGGGCAAACGACTTTGCTGCCTGGTTTGGACAACGTTGAAGCGCATTCGTCCCTGCTCCG
•4- •4 •4 •4- • +

TCCCGTTTGCTGAAACGACGGACCAAACCTGTTGCAACTTCGCGTAAGCAGGGACGAGGC

GCGATTTTTTTGCGGCTCGGCAAGAAAACCGAGCAACAGTAGCCACATGCGATCGGGTCA

•4- 4- + •4- ■ +

CGCTAAAAAAACGCCGAGCCGTTCTT."Al A ,AT[_. ;.'7GTACGCTAGCCCAGT

TTTAGAATCAAGGATTGGTTTCCCAGAAAGCGACTCATGATGAACGACGCGCCAGCCCTA

M M N D A P A L

—raaQIl
■+ ■+ ■4- ■4- •4- ■4-

AAATCTTAGTTCCTAACCAAAGGGTCTTTCGCTGAGTACTACTTGCTGCGCGGTCGGGAT

. A A: : I .

ACTTCCGCCCAA • \¡TA'A_í ’ -TAIT A'GATCATAAAACTGCGCCACCACGGCGATATG

TSAPSVQRJ. LIIKLRHHGDM
4- ■4- + •4- t- +

TGAAGGCGGGGTAGGCATGTCGCATAAGACTAGTATTTTGACGCGGTGGTGCCGCTATAC

ctgctggtcacgccggtcatcagcagcctgcggcaaaactacccgcaggcccggatcgat

LLVTPVISSLRQNYPQARID
■4- ■4- +

gacgaccagtgcggccagtagtcgtcggacgccgttttgatgggcgtccgggcctagcta

gtgctgctgtatcaggaaacgcaggagatgctggccagtaatccggaactgtcgaccctg

VLLYQETQEMLASNPE L S T L
■ + •4- ■4- + ■4- •4-

cacgacgacatagtcctttgcgtcctctacgaccggtcattaggccttgacagctgggac

ttcgccatcgatcgccaatggaaaaaacagggcgcccgcgctcacctcggacatgagctg

faidrqwkkqgarahlghel
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•4-4- + • + ■r+

AAGCGGTAGCTAGCGGTTACCTTTTTTGTCCCGCGGGCGCGAGTGGAGCCTGTACTCGAC

GCGCTGCTGCGCCGCCTGAAGGCGCAGCGCTACGATCTGGTGGTCAATCTGGCCGATCAG
allrrlkaqrydlvvnladq

•+ •+•+ •+ •+ •+

CGCGACGACGCGGCGGACTTCCGCGTCGCGATGCTAGACCACCAGTTAGACCGGCTAGTC

TGGCGCAGCGCCATCATCACGCGCCTGACCGGCGCGCGCATCCGTTTGGGCTTCGATTTC

W R S A I I TGARIRLGFDFR L

•+ •+ •+ •+ +•+

ACCGCGTCGCGGTAGTAGTGCGCGGACTGGCCGCGCGCGTAGGCAAACCCGAAGCTAAAG

CCCAAACGCCGCGGCTTCCTGTGGCGCCACTGCCACACGCAGCTGGTGCCGGTAGACAAT
PKRRGFLWRHCHTQLVPVDK

■4 + ■4-•4- •4- •4-

GGGTTTGCGGCGCCGAAGGACACCGCGGTGACGGTGTGCGTCGACCACGGCCATCTGTTA

CACGCCCACTTGCATACCGTCGAACAAAATCTCTCGTTGCTGGCGCCGCTGAACCTGCCC

HAHLHTVEQNLSLLAFLNLP
+ •+ •4- •+ •4- •4-

GTGCGGGTGAACGTATGGCAGCTTGTTTTAGAGAGCAACGACCGCGGCGACTTGGACGGG

fh: i

GCGCTCAATGAGCATGTCACCATGAGTTATGATCCGCAJ ¡ATT •

A L N E H V T

' '

f" ÍAGCAA

MSYDPQDWQTCEQ
•4- 4- •4- •4- ■4- •4-

CGCGAGTTACTCGTACAGTGGTACTCAATACTAGGCGTCCTAACCGTCTGGACACTCGTT

CTGTTGCAGAAACAGGGCGTCGCCGGCAGTTATATTGTGGTGCAGCCCACCTCGCGCTGG

LLQKQGVAGSY I V V Q P T S R W
•4- •4- •4- ■4- ■4-

GACAACGTCTTTGTCCCGCAGCGGCCGTCAATATAACACCACGTCGGGTGGAGCGCGACC

TTCTTCAAATGCTGGAGCGAAGAGAAAATGGCCGCCACCCTCACCGCCTTGCAGGCCGAC

FFKCWSEEKMAATLTALQAD
•4- ■4- •4- •4- •4-

AAGAAGTTTACGACCTCGCTTCTCTTTTACCGGCGGTGGGAGTGGCGGAACGTCCGGCTG

GGCCACCAGTTGGTGATCACCTCCGGCCCCGACGCCAGAGAAAAAGCCATGGTCGAGCGC

GHQLV I T SGPDAREKAMVER
■4-•4- •4- 4- •4- •4-

CCGGTGGTCAACCACTAGTGGAGGCCGGGGCTGCGGTCTCTTTTTCGGTACCAGCTCGCG

ATTTTGGCGCTCTGCCCGCCGCAGGGCGTAATCTCGTTGGCCGGCCAGCTGACGCTGCGC
I LALCPPQGVI S LAGQLTLR

•4-•4- •4- •4- • +

TAAAACCGC-GAGACGGGCGGCGTCCCGCATTAGAGCAACCGGCCGGTCGACTGCGACGCG

CAACTGGCCGCCCTGATTGACCACGCCAAGCTGTTTATCGGCGTGGACTCGGTGCCGATG

QLAALIDHAKLFIGVDSVPM
■4- •4- •4- •4- ■4-

GTTGACCGGCGGGACTAACTGGTGCGGTTCGACAAATAGCCGCACCTGAGCCACGGCTAC

CATATGGCCGCCGCGCTGCAAACGCCGTGCGTGGCGTTATTCGG'

HMAAALQTPCVALFGPSKLT
4- •4-■4- •4- ■4- ■-i-

GTATACCGGCGGCGCGACGTTTGCGGCACGCACCGCAATAAGCCGGGAAGGTTCGACTGA

!FCTGGCGGCCATGGCAGGCTACCGGCGCCGTGATCTGGGCCGGCGACTTTGGCGAACTG
FWRPWQATGAVIWAGDFGEL

•4- •4-- ■4- •4- •4- -f

AAGACCGCCGGTACCGTCCGATGGCCGCGGCACTAGACCCGGCCGCTGAAACCGCTTGAC

CCCGACCCGGACGCCATCGATACCGGCACCGATGAACGGTATCTCGACCTCATTCCTACA
PDPDAIDTGTDERYLDLIPT

■4-'•4- •4-' ■4- •4- •4-

GGGCTGGGCCTGCGGTAGCTATGGCCGTGGCTACTTGCCATAGAGCTGGAGTAAGGATC-T

GACGCGGTGATTGCAGCCGCGCGGAGCACGCTGGCATGAAAGCATTTCTTTTGGCGATCG
DAVIAAARSTLA +

MKAFLLAIV
—>iraaG

■4- •4-- •4- 4- ■4- 4-

CTGCGCCACTAACGTCGGCGCGCCTCGTGCGACCGTACTTTCGTAAAGAAAACCGCTAGC
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TTCGCCGAAAATACCGCCCGGACGGCGGAGCCGAACGTTTCGTTTCCCGCGCCCTGAAGG
RRKYRPDGGAERFVSRALKA

•+ •+ •+ •+ •+•+

AAGCGGCTTTTATGGCGGGCCTGCCGCCTCGGCTTGCAAAGCAAAGGGCGCGGGACTTCC

. SB15
CGCTGGAACAA.CAGGATCTCGATGT íAAC

LEQQDLDLNV I TREWQGDAN
7 i’CGCGAATGGCAGGGTGACGCCA

•+ •+•+ •+ •+

GCGACCTTGTTGTCCTAGAGCTAGACTTGCAGTAGTGAGCGCTTACCGTCCCACTGCGGT

ATCCAAACTGGCATATTCACCTGTGTAACCCGTTGAAACTCC-GCCGCATCAGTCGCGAAC
PNWHIHLCNPLKLGRISRER

■ + •+ •+•+

TAGGTTTGACCGTATAAGTGGACACATTGGGCAACTTTGAGCCGGCGTAGTCAGCGCTTG

GGGGCTTCGCCGTGGC-GGCCAGGGCGCTGTGGCAGAAAGAGCGCTTCGATCTGGTGCAAA

GFAVAARALWQKERFDLVQS
• +■ + + • + • +■ +

CCCCGAAGCGGCACCGCCGGTCCCGCGACACCGTCTTTCTCGCGAAGCTAGACCACGTTT

GCCATGAGCGCATTCCCGGCTGCGATATCTACCGCGCCGGCGACGGCGTACACCGCCGCT
HERIPGCDIYRAGDGVHRRW

•T
• + • + • +■ +

CGGTACTCGCGTAAGGGCCGACGCTATAGATGGCGCGGCCGCTGCCGCATGTGGCGGCGA

GGCTGCTGCAACGCGCGCGGCTGCTGCCCGAGTGGCGCCGCAAGTGGCTGTTTTCCAACC

LLQRARLLPEWRRKWLFSNR
•+•+ •+ •+ •+•+

CCGACGACGTTGCGCGCGCCGACGACGGGCTCACCGCGGCGTTCACCGACAAAAGGTTGG

GTTATCACCGCTATGTGATGTGCGCCGAGCGCGCCATGTACGCCGCTCCGGAGCTGAAAG
YHRYVMCAERAMYAAPELKA

•+ •+ •+ •+•+ ■ +

CAATAGTGGCGATACACTACACGCGGCTCGCGCGGTACATGCGGCGAGGCCTCGACTTTC

CCGTCATCTGCAACGCCGAGATGATCAAACGGGAAATCATCGCCGACTTTGGCGTGCCCG
VICNAEMIKREI IADFGVPA

•+■ + •+ ■ +•+ •+

GGCAGTAGACGTTGCGGCTCTACTAGTTTGCCCTTTAGTAGCGGCTGAAACCGCACGGGC

CCGACAAAATCACGGTGATCTATAACGCCATCGACAATCAAAAGTTCCCGCCCGCCGACG
DKI TV I YNAI DNQKF P PADE

•+ ■ +•+ •+ •+ •+

GGCTGTTTTAGTGCCACTAGATATTGCGGTAGCTGTTAGTTTTCAAGGGCGGGCGGCTGC

(plásmid cosFGR2)BamEI
AGGCCCAGCGCCGACGCCTGCGTGAGCAATATCAGATCCCGCAACAGGCGCACTGCCTAA

PQQAHCLIAQRRRLREQYQI
•+ •+•+ ■ + •+•+

TCCGGGTCGCGGCTGCGGACGCACTCGTTATAGTCTAGGGCGTTGTCCGCGTGACGGA77

t:ttcgtcggctccggtttcgagcgcaaagggctggccgccgccatccgcgccgtggcgg
FVGSGFERKGLAAAIRAVAA

•+•+•+ •+•+ •+

A3MGCAGCCGAGGCCAAAGCTCGCGTTTCCCGACCGGCGGCGGTAGGCGCGGCACCGCC

CGACCGACAGCCACCTCTTGGTGGTCGGTAAAGATAAAGCCGAAAAGCGTTACCGGGCGC
TDSHLLVVGKDKAEKRYRAL

• +• + • +• + • +• +

GCTGGCTGTCGGTGGAGAACCACCAGCCATTTCTATTTCGGCTTTTCGCAATGGCCCGCG

TGGCGCAGTCGCTGGGCTGCGGCGATCGCATTCACTTTATGGGCGTGCAGAAGCAGACTC
AQSLGCGDRIHFMGVQKQTL

• +• + • + • +• + • +

ACCGCGTCAGCGACCCGACGCCGCTAGCGTAAGTGAAATACCCGCACGTCTTCGTCTGAG

TGCCGTTCTATCAGGCCGCGGATGCGCTGCTGCTGCCGACGCTTTACGATCCGTTCCCGA
PFYQAADALLLPTLYDPFPN

+ +• + • +■ + • +

ACGGCAAGATAGTCCGGCGCCTACGCGACGACGACGGCTGCGAAATGCTAGGCAAGGGCT

269



Annex

ATGTGATTCTGGAAGCGATGTCCTGCGGCCTGCCGGTTATCACCAGCACCACCTGCGGCG
VILEAM .SCGLPVITSTTCGG

•+ •+ •+ •+•+

TACACTAAGACCTTCGCTACAGGACGCCGGACGGCCAATAGTGGTCGTGGTGGACGCCGC

GCGCCGAGTTTATCACCCCGGGCCAGAACGGCTTCGTGACCGACGCGCTCGACGTGCCGG

AEFITPGQNGFVTDALDVPA
• + ' + • + • +

CGCGGCTCAAATAGTGGGGCCCGGTCTTGCCGAAGCACTGGCTGCGCGAGCTGCACGGCC

CTATCACGGAAGCCATTCGGGCGCTGCCGCGCCAGGCGCTGGGATCCTCCATGGGCGAAG

ITEAIRALPRQALGSSMGEA
•+ •+•+ •+ •+

GATAGTGCCTTCGGTAAGCCCGCGACGGCGCGGTCCGCGACCCTAGGAGGTACCCGCTTC

CGGCAAGATTGCGCATTATGACGGCTACGCCGGCGCATCTCTCTGAACAGCTCATTTCCC

ARLRIMTATPAHLSEQLISL
■ + •+•+ •+

GCCGTTCTAACGCGTAATACTGCCGATGCGGCCGCGTAGAGAGACTTGTCGAGTAAAGGG

TCTATAACCGGTTACTGGATTAG

Y N R L L D +

•+ •+

AGATATTGGCCAATGACCTAATC
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