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INTRODAMC CION

t. ESTRUCTURA DE LA PARED BACTERIANA

Las bacterias, al igual que otros microorganismos, han terido que desarrollsr una estructers
protectoraz 2 modo de exoesqueieto que les permitiera la adapracién a un medio externo de
caracreristicas muy diferentes a! medio intraceivlar. Dicha estructura protectora es s
denominada pared bacteriana, integrada por distintos glicolipidos y heteropolisaciridos, la cual
recubre por enterc la membrana plasmatica. La funcidn primordial de la pared bacterianz es la
proteccion de fa célula frente al medic externo, pues entre ambos existe una diferencia de
presidn osmética superior a 20 atmbsferas. Asimismo, la pared bacteriana restringe fa difusibn de

solutos ¥ confiere a fa bacteria su morfologia tipica.

La pared celular puede aislarse en forma insoluble manteniendo inalteradas sus
caracteristicas morfolbgicas (Shockman y Barrer, 1983), La pared asi obtemda puede contener,
dependiendo de las especies, diversos tipcs de polimeros tales como acidos teicoicos ¥
teicurénicos, polisaciridos icidos o neutros, compuestos glicopeptidicos y lipidos complejos, En
et caso de las eubacterias, ef componente glicopepridico de la pared se denomina peptidoglicano,
mureinz 0 muropéptido. El pepridoglicano, que constituye en peso el 50% de ta pared
bacteriana, escd formadao a su vez por cadenas polisacaridicas ineales interconectadas entre si por
medio de puentes peptidicos, y a &l se asocian ©tros Componentes acCESOrios Caracteristicos que
diferencian a las bacterias Gram-positivas de las Gram-negativas. El peptidoglicano se dispone en
un niimero de capas que depende de las especies, y su espesor varig entre 15 v 400 nm. La pared
celular de las bacterias Gram-positivas representa entre ef |5 y el 30% del peso seco de la
batieria, y poses estructura trilaminar. Aungue se pensaba que la pared celular de las bacrerias
Gram-negativas era una monocaps, estudios mas recientes indican que puede poseer también un

cierto carécter muleitaminar (Labischinski y cois., |985).

El estudio de la pared de las bacterias Gram-negativas ha mostrado una disposicidn de tres
capas bien diferenciadas entre s tanto escructural como funcionalmente: (1) la membrana
interna, con funciones metabdlicas, (2} el pepudoghcanc, y (3) la membrana externa, que
desempefia funciones de refacidn con el extenor, ¥ que se une covalentemente at peptidoglicana,

contribuyendo 2 ia resistencia mecinica de Ja pared (Nikaido y Vaara, 1985).



INTRODUCTION

i.i. Estructura del peptidoglicano

E! componente poiisacaridico del peptidoglicano esth constituido de polimeros alternantes
de residuos de 2-N-acedilamido-2-desoxi-p-glucosa (N-acetilglucosamina, NAG) y 2-N-
acetilaming-3-0-(p- | -carboxiedi)- 2<desoxi-D-ghcoss  {(dcido  N-aceddmuramico, NAM} unidcs
entre si mediance uniones glicosidicas B-1 4. A veces, los grupos acetilo se encuentran sustituidos
como acil y glicosil derivados. Bl NAM puede estar acetilado o fosforilado en ef carbono 6, I
que permite [a formacion de puentes de hidrogeno con cadenas adyacentes glicinicas. Los grupos
carboxilo de los restos de NAM pueden hallarse sustituidos por cadenas laterales tetrapepudicas
del tipo L-alani-p-isoglutamii-L-Ry-p-alanina {figura | A}, aunque este esquema puede variar segin
las especies. Por ejemplo, ¢ residuo de p-alanina puede no existir o estar sustituido por L-serina
o ghcna, £ grupo a-carboxilo del icido isoglutimico pueds permanecer libre, amidado o
sustituide por una glicina © por una glicinamida. También puede encontrarse el icido treo-3-
hidroxiglutimico sustiryende al dcido isoglutimico. El residuo R, puede ser L-alanina, .-
homoserina, dodo L-glutimico, L-diaminobutirico, L-diaminopimélicc o mesa-diaminopimélica, -
ornitina ¢ L-hsna. En fa mayoria de las bacterias escudiadas, todos los residuos de NAM se
encuentran sustituidos por péptidos (Schleiffer y Kandler. 1%72; Ghoysen, E977), aunque en
algunas especies como Micrococcus fisodeikticus airededor del 30-40% de los residuos de

murdmico no escdn sustituidos.

Las unidades peptidicas pueden a su vez unirse entre si mediante puentes interpepeidicos,
cuya proporcibn varla segln la especie (Ghuysen, 1968). Asi, &l microorganisme en el que se ha
encontrade mayor proporcidn (90%) de unidades peptidicas formando parte de entaces cruzados
es Stophylococcus oureus, mientras que en ¢l otro extremo s& encuentran los peptidoglicanos de
Escherichio coli y de la mayoria de las bacterias Grarn-negativas, donde este indice es de alrededor
de un 25% (Nauman y cols., i982). Dependiendo de iz composicidn y localizacibn de estos
puentes. ei pepudoglicano ha sido dividido en cuawro tipos principales (Ghuysen, |977); En los
pepudoglicinos de tipo |, Il y ill, el resto de p-alanina terminal forma una unidn, directa ©
mediante owras cadenas polipeptidicas, con el grupo ¢-amino del aminoicido bisice RI; esta
unidn se forma con &l grupo a-carboxilo del residuc de icido Desoglutimico en los

papudoglicanos dei tipo IV,
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Figura I, Estructura de una cadena de peptidoglicano.

Panel A. Estructura primaria de la cadena de peptidoglicano {cadena glicinica y cadena peptidica).
Las abreviaturas utilizadas son : MAG, N.acetilglucosamina; NAM, N-acetilmurimico. Los
amincacidos de la cadena peptidica se indican en c&digo de tres letras. D-Glx, indica que el grupo
a-carboxilo del dcido D-glutamico se encuentra amidado (isoglutamina). 1, significa que ¢! enlace
peptidico tiene lugar con el grupo 1-carboxilo de la soglutamina.

Panel B. Conformacion mas probable para la unidad de disacirido-tetrapéprido.

Panel C. Representacion esquemaitica de una cadena de pepuidoglicanc compuesta de diez
unidades repetidas de disacirido-tetrapéptido. La cadena ghicinica se representa ¢on circulos
blancos. La cadena peptidica se representa con circulos punceados. Los grupoes que intervienen en
los enlaces interpeptidicos se indican con circulos negros @ A, grupe a-carboxile de la D-alanina
terminal; L, grupo e-amino de la cadenaz lateral de la L-hsina; G, grupo a-carboxilo detf acide D-
giutamico.

Los paneles 8 y C estin tomados de Barnickel y cols. {1983},
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El tipc mis frecuente es el |, en donde la p-alanina terminal forma un enlace covalente
directo con - icido meso-diaminopimélico. Este tipo se encuentry probablemente en todas las
bacterias Gram-negativas, asi como en los procariotzs mis evoiucionados come mixobacterias y

cianobacterias {Jurgens y Wecknesser, 1985).

La estructura tridimensional del peptidogiicano alin se encuentra lejos de estar bien
definida. El modelo propuesto por Weidel y Pelzer (1964), que considera al peptidoglicano coma
una macromoiécula que envuelve completamente 3 la célula e5 esenciaimente vilido, aunque hay
que desechar la idea de que el peptidoglicano se organice en enormes cadenas conectadas entre
si. De hecho, las cadenas glicinicas y fas unidades peptidicas presentan muchos grupos terminales,
caicutandase que la longitud media de las cadenas glicinicas oscila en toro & los 35 disacindos
(Tipper. 1969. Beveridge, 1981; Glauner y Schwarz, 1983) io que teniendo en cuenta las
dimensiones de ios aminocazicares en la configuracion mis extendida dei pepudoglicano

{Formanek, 1383), supone una longitud media aproxirmadz de 35 nm.

Las cadenas pepuidicas unidas a los residuos de NAM presentan, como hemos visto, una
alrernancia de aminodcidos en forma L y p. Esta caracteristica, y ¢l enlace peptidico en Jcon el
acido isoglutimico, confieren al peptidoglicane resistencia a proteasas a la vez que le permiten
adquirir yna conformacién helicoidal, con Ia alanina terminal préxima a la inicial (figura |B)
pudiendo interaccionar mediante enlaces de hidrogenc con la cadena ghicinica (Barnicket y cols.,
1983). Ia cual adquiere una conformacién como la que se representa en la figura | C. Para que la
mureina pueda empaquetarse de modo contihuo y con enlaces entrecruzados, las cadenas
ghcinicas deben disponerse empaquetadas en paralelo y ligeramente rotadas unas con respecto a
otras (figura 1A} {Labischinski y cols . 1985). En las bacterias Gram-positivas las capas de mureina
s¢ disponen formando un inguio de 60° con las capas adyacentes, 1o que permite ur miximo de
conexiones interpeptidicas y la aparicién de oligbmeros peptidicos (figura 2B). Segin Formanak
{1983). unz ceida de Iz malla cridimensional del peptidoglicano tendria las dimensiones que se

detailan en ia figura 2C.

Segin los modelos que se acaban de exponer, el peptidoglicano cumpliria fos dos requisitos

bisicos de rigidez (debida a la cadena glicinica) y flexibilidad (por las cadenas pepridicas), cualidad
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Figura 2. Modelo de la estructura tridimensional del pepridoglicano.

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

Panel B. Representacion esquemnitica de dos capas adyacentes de mureina,

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

Panel C. Representacion esquemitica de la malla eridimensional del peptidoglicano. Se detallan las
dimensiones de cada célula, definida por la unidad disacirido-tetrapéptido. M, icido N-
acetilmuramico; N, N-acetilghscosamina, Tomado de Formanek (1983).
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esta (itima qi 2 permite incrementos de mis del 260% en la distancia que separa a dos cadenas
glicinicas adyacentes. Aunque durante mucho tiempo se creyd que el peptidoglicano 1enia una
estructura ¢riscaling similar 1 2 que presenta la quieing, estudios posteriores indicaron que iz
estructura del pepridogiicano puede calificarse mis bien como paracristalina, con poros que
permiten fa interaccién de proteinas de la pared, como las enzimas autoliticas, Ei agua representa
el ?2% del peso de ta pared bacreriana, confiriéndole una densidad aproximada de 1.} glemd ¥

desernpefando por ranto un papel fundamental en su astructura.

1.2. Los &cidos teicoicos

Los icidos teicoicos son polimeros de glicerol fosfato o ribitol fosfato en los que los
mondmeros correspondientes se unen a través de entaces fosfodidster (Armstrong y cols.,
1 958). Son sustancias muy antigénicas, y sblo se han encontrado hasta ahora en bactesias Gram-
positivas. La disposicidn de los icidos teicoicos es la causa de 13 estructura trilamelar que la pared
prasenta al microscopio electronico, con las caras externa ¢ interna més opacas que la porcién

cencral.

Inicialmente se pensd que los acidos teicoicos se unian covalentermenze al peptidoglicano
madiante un enlace directo entre el grupe fosfato terminal det doido y el carbono 6 del residue
de NAM. Sin embargo, ha podido comprobarse que, en muchas especies bacterianas, existe un
compuesto intermedic, cuya identidad varia de unas especies a otras (Kojima y cols., 1985). En
cuanto a las funciones de los icidos teicoicos hay que sefalar que forman parte de los receprores
de bacteriofagos e intervignen come moduladores de las enyimas autoliticas. Son, ademds, los
polianiones mis importantes de la pared celular por su abundancia en grupos fosfato y le
confieren carga negativa neta. Los dcidos teicoicos internos forman quelatos con e magnesio y
<on elle contribuyen a la rigidez del peptidoglicana (Beveridge. 1981). Cuando los icidos
taicoicos se unen covalentemente a un glicolipido de memberana, reciben el nombre de icidos
lipoteicoicos (LTA). Estos se intercalan dentro de la matriz de la pared, curnpliendo una funcién
muy importante en l2 regulacibn de las actividades autofiticas en varios sistemas (Holge y

Tomasz, 1975a; Horne y Tomasz, 1985, Fischer, 1988). Cuando los icidos Sipoteicoicos
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atraviesan todo el espesor de la pared celular y son accesibles desde el exterior se comporuan

como importanies determinantes antigénicos

1.3. La pared celular de Streptococcus pneumnonioe

El espesor de la pared de 5. preumonise (neumococo) oxila alrededor de los 15 nm,
equivalente a unas 8 capas de peptidoglicano de 2 nen de espesor cada una (Tomasz, 1981). Ls
estructura del componente peptidico del pepudoglicano de S, pneumoniae ha podido ser
estudiada recientemente por Garcia-Bustos y cols. (1987, 1990), gracias al empleo de
cromatografia liquida de atta presidn (figura 3A). De acuverdc con estos autores,
aproximadamente el 40% de los rasidyos de lisina forma parte de enlaces cruzados entre
unidades peptidicas. E! principal péptido monomérice es el tripéptido (L-Ala-p-iGln-L-Lys) en lugar
de un tetrapéptido, lo que puede indicar la presencia de n,p y p.L-carboxipeptidasas. Existen
ademis dos tipos de puentes interpeptidicos: el mis abundante es un puente cruzado L-Ala-L-Ser
entre |2 D-Ala en posicion 4 de la unidad peptidica donadora ¥ la 1-Lys de la posicidn 1 de Ia
aceprora; el segunde tipo de puente es un enlace directo entre estos dos aminodcidos p-Ala{4) y
v-Lys(3) . Ademas de estos amunodcidos, también se han encontrzdo, aunque en proporoibn
minoritaria, Gly y Asp, ios cuales se supone que forman parte de los puentes interpeptidicos

(Fischer y Tomasz, i985).

En cuanto a los icidos teicoicos, ambién denominados en S. pneurnoniae polisacarido C,
representan el 40-50% del peso sece de la pared. La disposicidn espacial de los icidos teicoicos
no se conoce todavia, aunque hay evidencia de que un porcentaje de ellos se localiza en la cara
externa de la pared celular, por experimentos de reaccibn con antisueros anti-polisaciride C. 1a
figura 3A representa esquemérticamente la estructura quimica de la pared celular de neumococo.
Se estima que debe existr, por término medio, una cadana de 3cido teicoico por cada unidad de

tetradisacarido tetrapéptido (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987).

S. pneumonige posee un requerimiento nutricional absohsto por el amincalcohol colina, de
taf manera que fa eliminacién de este compuesto del medic de cultivo provoca la detencibn de la

mulriplicacién celular (Tomasz, 1967). Esta dependencia condujo al descubrimento de que los
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Figura 3. Modelo de la estructura de la pared celular de 5. pneumonioe.

Panel A Las cadenas glicinicas se representan c¢on las letras G-M, que indican los residuos
alternantes de N-acetilglucosamina {G) y icido N-acetiimurimico (M). Los aminokcidos de las
cadenas peptidicas se representan en codigd de tres letras segin se indica en la Figura | A ¢,
significa que el enlace peptidico se realiza con el grupe €-amino de la L-lisina, El jcido teicoico de
pared se simboliza con un rectingulo; hs abreviaturas utilizadas son : P, grupo fosfato; GP,
glicerolfosfato (existen dos o tres molécutas por cada molécula de dcido teicoico); GLU, glucoss,
DATG, diaceramidotridesoxigatactosa; NAGM, N-acetipatactosaming;, PCOL, fosforilcolina;
RBT-P, ribitolfosfato, Se estima que hay, por término medio, 8 moléculas de PCOL en cada
molécula de cido teicoico. Los nimeros | y 6 represencan las posiciones de los dtomos de
carbono que partitipan en los enlaces que se indican. Los enlaces sensibles 3 la accidn de las
enzimas que hidrolizan fa pared celular de neumococo se muestran con rridngulos negros
(sensibles a las amidasas), con tridngulos blancos (sensibles a las muramidasas o lisozimas), y con”
fiechas en rig-zag (sensibles a las Plucosyminidasas)
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Panel B. Productes de degradacion de fa pared celular de neumococe cuande ésca se digiere con
una amidasz {flecha negra} & con una muramidasa (flecha blanca). Los simboios se corresponden
con los deallados en el panel A, Las cadenas pepridicas se representan con trazos verticales y los
prences interpentidices conm erzros obficuos. Tomade de Tomasz (1981
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icidos teicor ©s de la pared ceiular de neumococo contenian colina en forma de fosforilcoling en:
su composic.on, Se ha propuesto (Jennings y cols., 1980) que los icidos teicoicos de §
pneumoniae estan compuestos de unidades repetidas de glucosa-tridesoxidiaminohexosa-N-
acetilgalactosamina-galactosamina-ribitol fosfato. Los residuos de fosforilcolina se encontrarian
situados en i posicibn Of6) de los residuos no acetilados de galacrosamina y Jas unidades
repetidas se unirian a través de un enlace {osfoéster entre el ribitol ¥ e! dcido muramico (figura
3A). El B5% de la colina presente en la célula se encuentra formando parte del icido teicoico
(Brundish y Baddiley, 1968; Mosser y Tomasz, 1970), estimindose que hay, por término medio,
8 unidades repatidas de fosforilcolina por cada molécula de icido teicoico (Garcia-Bustos v
Tomasz, {1987). £l 15% de la colina tocad se encuentra en ¢l icido lipoteicoico o antigeno de
Forssman (Briles y Tomasz, 1973).

El requerimiento nutricional de 5. pnewmonige por 1a colina puede satisfacerse mediante &l
empieo de andlogos estrucrurales taies como 2 etanolamina (EA), la N-metileranolamina y Ja
N, N-dimetiletanolamina {Badger, 1944; Tomasz, |968). Sin embargo, neumococo es incapaz de
Hevar a cabo la metiacidn de la etanolamina en los dcidos teicoicos cuando se cultiva en un medio
que contiene este compuesto en lugar de colina {Tomasz, 1968); ia sustitucibn de 1a colina por
EA en la pared celular origina profundas alteraciones fisiolégicas, tales como la no separacién de
fas células hijas al final de la divisidn celular (produciéndose un encadenamiento ifimitade), la

resistencia 2 la lisis por detergentes v la no infeccion por fagos, etc...

Todas las anomalias fisiologicas mencionadas anteriormente pueden revertir ficilmente con
la adicion de colinz al medio de cultivo en un momento en el que las células permitan la
incorporacion de este aminoalcohol a las unidades nacientes de icido teicoico, tras lo cual la
pared celular vuelve a ser un sustrato reconocido por las autolisinas y permite también el proceso

de adsorcion fagica.

A la hora de explicar estas alteraciones es preciso sefialar que la incorporacidn de
etanolaming 2 los dcidos teicoicos en lugar de colina no produce cambios significativos en la
forma y composicibn quimica de la pared de neumococo. puesto que oS productos de
degradacidn producidos tras fa digestén de estas paredes con la muramidasa del hongo Cholora
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{ = Chaloropsis) son los mismos tanto en ef caso de que {3 pared contenga colina 0 etanolaming en
su composicidn (Hktje y Tomasz, 1975b). Sin embargo, ias paredes que contienen EA son
resistentes a la degradacion por las entimas auroliticas de neurmococo. la sensibiidad 2 la
degradacibn puede ser restaurada tras metilacion de los residuos de EA por yoduro de metio,
que los transforma en residuos de colina (HBltje y Tomasz, 1975b). Las células cuya pared
contiene EA poseen una enzima autolitica denominada LYTA, en una conformacidn que posee
una actividad muy reducida (forma E) pero que puede activarse (“convertirse”) a la forma
cataliticamente actva (forma C) tras preincubacion de la misma a baja temperatura con paredes

que contienen colina (Tomasz y Westphal, 1971).
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1. ENZIMAS QUE DEGRADAN EL PEPTIDOGLICANC

1.i. Autoiisinas bacterianas

Las enzimas autoliticas o aurofisinas son enzimas sintetizadas por la propia bacteria que son
capaces de hidrolizar el peptidogiicane de |3 pared y de producir eventualmente la lisis bacteriana
{de ahi que durante algin tiempo se les flamase también “suicidasas™). Estas enzimas estin
presentes tanto en bacterias Gram-positivas como en Gram-negativas, aungue también se han

descrito en hongos y ievaduras.

Existen cuatro tipos bioquimicamente diferenciables de enzimas autoliticas, que pueden

clasificarse en:

i) Muramidasas (enzimas tipo lisozima), que hidrolizan el enlace B-1.4 entre el icido N-
acetilmuramice ¥ la N-acetilglucosamina, liberando grupos reductores de cido N-acetimurimice

(figura 38).

iy B-M-acedlglucosaminidasas {glucosaminidasas), que liberan grupos reductores de N-

acetilglucosaming.

i)} N-acetlmuramil-L-alanfl amidasas (amidasas) que hidrolizan el enlace amida entre Iz
cadena glicinica ¥ el péptido (figura 38).

iv) Peptidasas, que pueden hidrolizar alguno de los péptidos principales y los puentes
interpepridicos, siempre gue éstos tengan lugar entre |a D-alanina terminal ¥ el grupo amino de

una cadena pepuidica contigua.

Un quinto grupo de actividad enzimitica puede ser el representado por las transglicosidasas,
las cuales liberan grupos no reductores de icido N-acetimurimico, aungque no se conoce todavia
con certeza si funcionan como autolisinas in vivo (Goodell y Schwartz, 1985). Asimismo, fas D-

alanil-carboxipeptidasas, que rompen por el axtremo C-terminal de los residuos D-alanilo del
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peptidogiicano y que normalmente estin presentes en varios Organismos, no actlan como

autolisinas,

£) hecho de que las autolisinas bacterianas se presenten en una gran variedad de especies
hace pensar que deben desempefar funciones de gran importancia, aungue éstas son dificiles de
estudiar puesto que estas enzimas no se purifican facilmente, se sintetizan en muy pequefia
cantidad, y en la mayoria de las bacterias existe mis de una autolisina, lo que dificulta la asignacin
de propiedades especificas a cada una de ellas. Sin embargo, parece demostrada su importancta en
procesos tales como la separacién de las células hijas al final de la divisidn celular y la liberacidn

de 12 descendencia figica (McDonneli y cols., 1975).

2.2. Enzimas liticas de bacteritfagos

Tras la infeccion figica de una bacteria, y posterior replicacién de su DNA, se hace
necesariz la lisis de la pared bacteriana para la liberacidn de su descendencia. Con muchy
frecuencia este proceso se lleva a cabo por enzimas liticas de pared codificadas por el propic
fago. Se han descrito muchas enzimas liticas asociadas a fagos, pero sblo algunas han sido

estudiadas en detalle.

Los fages de la familia T de £. cofi codifican, en su mayoria, enzimas liticas que han sido bien
estudiadas. El bacreridfago T4 es el inico caso conocido de fago que lleva asociadas a la particula
figica dos lisozimas (Szewczyk y cols., 1986). El bacteriblago T1 produce una lisozima cuya
secuencia sdlo se diferencia en 33 aminolcidos de una de las de T4 (inouye y Tsugita, 1968). La
enzima litica dei fago T7 es una amidasa {Inouye y cols., 1973) y las de los fagos T3 y T3 podrian
tener actividades liticas similares (De Martini ¥ ¢ols., 1975). Algunas de estas enzimas, como la
amidasa de T7, no se requieren para la lisis de la céiula hubsped, por io que sus funciones reales se
encuentran todavia en estudio. Una de las lisozimas del fago T4 ha sido cristalizada y su
estructura determinada a partir de espectros de difraccidn de rayos X, como se verd mis

adelante.
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Con respecto al fago lambda existen dos genes, S ¥ R, implicados en la lisis celular (Garret y
cols., 1990). Ei gen R codifica para una transgiicosdasa especifica del peptidoglicanc. de E. coii,
aunque a lisis celutar no tiene lugar en aysenciz de la proteina 5. Esta Glcima ha sido implicada en

procesos de interaction con la membrana plasmitica (Blisi y cols., 198%).

En el caso de otros bacreridfagos come ¢X 174 y M5, la liberacién de la progenie figica ai
final del ciclo litico depende de las autolisinas de E. ¢ofi. Tras la infeccion det fago ¢X174, (a lisis
ceiular depende, ademis de la produccidn de la proteina del fago, de otros parimetros tales
como la composicibn lipidics de ia pared, la fuersz proton-motriz y la actividad del sistema
autolinico (Witte y Lubicz, 1989). Un importante aspecto de la proteina codificada por ¢ X174 es

que 1o posee actvidad enzimdtica propia.

Por {ltimo, el bacteribfago PRI, que infecta a una gran variedad de bacterias Gram-
negativas come £. cofl y Soimonalla typhimurium, posee una lisozima asociada que parece ser (nics
entre ias enzimas liticas figicas, puesto que su estructura primaria no uene similitud con ninguna
owa (Pakula y cols., 1989). Por su parte, of fago P21 de Salmonell posee dos genes esenciales
para la lisis de la pared celular bacteriana (Botstein y cols., 1972), una de ellas posee una gran
similitud de secuencia con 1a proteina S dei fago lambda. mientras que la orra. con actividad de

lisozima, vene cierta parecido con la ksczima de T4,

Los bacteridfagos SF6 y 929 de Bacillus subtilis codifican para sendas fisozimas que han sido
clonadas y secuenciadas (Verma, 1986, Garvey y cols., 1987). La lisozima de ¢29 presenta cierta
sitnilitud con la lisozima de P21 y algo menos con fa de T4, pero sus caracreristicag estructurales
ta hacen dnica entre las lisozimas fagicas (Saedi y cols., 1987). En la lisozima LysA, codificada per
ef fago mvl de Loctobacillus bulgoricus (Boizer y cols., 1990), se rednen dos funciones lievadas a
cabo en owos sistemas por proteinas diferences. Asi {apartado 21.4), el excremo N-terminal de
es0a proteina presenta gran similitud con fa muramidasa del hongo Chalore, 'a del bacteridfago
Cp-+ de neumococo y a autolising de . globisporus (Lichenstein y cols., 1990}, sugiriende que

esta parte de i3 moléculz 25 la responsable de 2 actividad muramidisica Er cambio, el extremo
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carboxi-terminal es similar a |z proteina § de lambda, con ic que podria estar implicado en
procesos de interaccion con la membrana plasmatica (Boizet y cols., 1990). Asimismo, se ha
clonade y expreszdo un gen responsable de la lisis de la pared de Loctococcus boctis contenido en
el genoma del fago LE-H (Trautwetter v cols., 1986). Adermds, se han descrito enzimas liticas
asaciadas a fagos en ef £aso de estreprococos det grupo A (A-PAL del fago A2S) (Wheeler ¥
cols., 1980) y estreprocacos del grupo C (C-PAL del fago C1) (Hill y Wannamaker, 1981}, Estas
enzimas comparten muchas propiedades fisico-guimicas, aunque se diferencian en que la A-PAL
s&lo se ha derectado en forma libre y nunca zsociada 3 las particulas figicas como es ef caso de la

C-PAL {Fox y Wittner, 1965).

2.3, Las enzimas liticas de S, pneumonioe y sus bacteridfagos

En 5 pneumoniae se han descrito hasta la fecha dos enzimas autoliticas, unz N-
acetilmuramil-L-alanil amidasa (amidasz LYTA) (Howard y Gooder, |974), que fue la primers que
se descubrié y que resuitd ser mayoritaria en la célula, y una endo-B-1,4-N-acetilglucosaminidasa
(Sanchez-Puelles y cols., 1986; Garcia y cols., 1989). En cuanto a los bacteridfagos de §.
pneumenige se han podido caracterizar como amidasas las enzimas liticas de los fagos Dp-i . Ef-1 ¥

HB-3. y como muramidasas las de los fagos Cp-1. Cp-7 y Cp-9.

2.3. 1. La principgl autolisina de neumococo (LYTA)

La amidasa LYTA fue purificada a hiomogeneidad electroforética por MH3ltje y Tomasz
(1975b), quienes calcularon una M, de 36.000. En 985, Garcia y cois. lograron cionar y
expresar en E. coli ef gen JytA, que codifica para dicha enzima. Este resultado constituyd, ademas
de la primera clonacién y secuenciacidn del gen de una autolising bacteriana, el primer caso de
expresion de un gen de neumococo en £ col, demostrindose que &l gen fytA codificaba para una
proteina de 318 aminoacidos con una M, de 36.532. La caracteristica mis relevante de esti
proteinz es que su actividad carakitica requiere ia presencia de residucs de colina en los icidos
teicoicos de la pared de neumococo. Los residucs de colina actuaran como figandos alostéricos
que permitirian 1z adsorcion de las moiécufas de autolising 3 un sustrate insoluble como es a

pared, pudiendo situarse entonces correctamence para lievar a cabo la catdlisis (Giudicelli y
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Tomasz, 19842}, Cuando se sustituye la coling de la pared por su andlogo estructural
euanclamina, 1a amidasa LYTA es incapaz de hidrolizar la pared, produciéndose una serie de
cambios dristicos en la morfologia de §. pneumonioe {ver apartado !.3). Una explicacién 3 este
hecho es que ia amidasa no puede adsorberse i 12 pared celular. Lz metilacién de los residuos de
etanolamina sensibiliza l2 pared 2 12 accidn de |2 amidasa (Hoitje y Tomasz, 1975b). Cuando las
paredes de neumococo sé solubilizan medante i3 accibn enziendtica de la muramidasa M1 de S
globisporus, 12 amidasa LYTA es capaz de actuar sobre los muropéptidos resultantes ranto si
contienen cotina o etanotamina en ios Acidos teicoicos (Garcia-Bustos y Tomasz, 1987}, lo que

refuerza la hipbtesis sobre el papel de la colina en los procesos de adsorcibn citados.

El aislamiento del mutante M3| de neumococo (Sdncher-Puelles y cols., 19862), que
contiene una delecion completa de! gen itA, permitd asignar funciones especificas a la amidasa
LYTA. El mutante M31 crece a 37°C en cadenas cortas y no se lisa en 1a fase estacionaria de
cultiva i en presencia de detergentes, al igual que fas célulzs con etanolamina en su pared celular.
Ademis, este mutante exhibe una respuesta tolerante frente a los anubibticos B-lactémicos,
confirmando 14 imphicacidn de 2 amidasa en este fendmeno. Todas estas caracteristicas revierten

cuando se logra clonar y expresar en este mutante el gen JytA (Ronda y cols., 1987).

Recientemente se ha sugerido la existencia de un sitio de alta afinidad por colina en (a
amidasa LYTA {(Markiewicz y Tomasz, 1990). La colina unida 3 este sittio no se libera mediante
didlisis, precipitacion con TCA o con sulfato amdnico, o en el pase por columnas de filtracidn.
Sin embargo. esta unibn no parece tener lugar mediante enlaces covalentes, puesto que la colina
puede liberarse mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SD5 o por almacenamiento de
la proteinia a 99C. Tampoce hay que descartar 13 existencia de otros sitios de rnis baja afinidad

por este ligandc.
2301 Elpr ivagidn ign
Como ya se dijo anteriormente, la amidasa LYTA se sintetizi en neumococo en una forma

de baja activicad enzimitica (forma €) que requiere un proceso de activacibn {conversién) para

akcanzar el estado de mixima actividad {forma C) (Tomasz y Westphal, 1971}, Este proceso
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consiste en una interaccion especifica de |z amidasa con los residuos de colina. En la célula, 1a
coling utilizadz para la conversidn es la que se encuentra en los icidos teicokos y lipoteicoicos de
la pared (Briese y Hakenbeck, 1985). Por estz razbn, 1z forma C se aislz de neumococos
crecidos normalmente en presencia de colina {conversidn in vivo), mientras que la forma € pura
puede aislarse de excractos de 5. pneumonioe incubado en presencia de etanolamina en lugar de
colina. Asimismo, es también la forms E la que se sintetiza a partir del gen clonado en E. coff. La
conversitn puede realizarse in vitro incubando a bajs temperatura la forma E con paredes celulares
que congengan colina quedando asociada la proteina 2 ia pared (Tomasz y Westphal, 1971). Es
posible realizar también la conversidn con icido lipoteicoico que contenga colina, O este mismo
ligando libre o fosforilado en concentraciones arededor de 150 mM (Briese y MHakenbeck.
1985). £l proceso de reversibn de 3 forma C 2 a forma E (desconversion) sblo puede alcanzarse
después de una diffisis condnuada {mis de 20 dias), ko que eszaris de acuerdo con la hipbtesis de la

existencia de un sitio de muy aita afinidad por colina (Markiewicz y Tomasz, |990).

2.3.1.2, Inhibicion de la gctividyd catalitica de g amidasa LYTA

Las moléculas de colina libre en concentraciones superiores a 7 mM pueden interferir en el
procesc de adsorcidn de la amidasa 2 la pared compitiendo con los residuos de colina de los
icidos teicoicos, & impidiendo de este modo la actividad catalitica sobre paredes celulares. Otros
inhibidores de este dpo son el LTA que contiene colina y la fosforiicolina. Los compuestos
anilogos gue contienen stanolamina no ejercen ninglin efecto inhibitorio. Al resultar inhibida la
actividad enzimatica, 1a adicibn de estos compuestos a las concentraciones apropiadas puede
originar in vivo los mismos efectos fisiolbgicos que resultan de sustituir fa colina def medio de
cultivo por etanolamina (H3ltje ¥ Tomasz, 19754 Giudiceli y Tomasz, 19842, b; Briese y

Hakenbeck, 1985).

Briese y Hackenbeck { | 985) han observado que la forma E de la enzima estd presente sdla
en ¢l citoplasma, mientras que el resto se encuentra 13ociado a la membrana como forma C. En
células que contienen etanciamina en sus icidos teicoicos de pared, no Se encuencri enzima
transportada a través de i membrana. La enzima unida 3 membrana, como forma C, puede ser

liberada completamente con colina, sugiriendo que la amidasa esth unida a la membrana a través
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del LTA en lugar de ser una proceina integral de membrana. Esto se ve apoyado por h ausencia
de actividad amidisica en fracciones membrinosas derivadas de neumococos incubados en

presencia de etanolamina. El LTA podria actuar entonces como barrera topolbgica in vive.

23.2.C iicas & minigasa ¢

L3 ausencia total de amidasa LYTA en el mutante M3 de neumococo, que contiens una
delecidn absoluta del gen A, permitid detectar g segunda autoiising (Sénchez-Puelles y coks.,
1986 b) con actividad de glucosaminidasa (Garcia y cols., 1989) que se encuentrz normalmente
enmascarada por la autolisina LYTA en las cepas salvajes. Estz enzima, de alrededor de 64 kDa,
ha sido purificada 2 homogeneidad electroforética, requiere la presencia de residuos de colina en
fa pared celuiar ¥ se inhibe con LTA y colina, si bien no es reconocida por el antisuero frence 2 la
amidasa LYTA (Garcla y cols., 1989). Su actividad se triplica cuando se ensaya in vitro 4 30°C en
lugar de 3 37°C, y de hecho, cuando el mutante M31 se cutiva 3 30°C hay autolisis al final de 12
fise estacionaria y desaparece el encadenamiento celular (Sinchez-Puelles y cols., F986b).
Ademis, las cadenas formadas por el mutante M3! incubado a 37°C no son wan largas como las
formadas por la cepa saivaje incubadz en presencia de etanolamina en lugar de colina. Estos
hechos indicarian que la glucosaminidasa poseeria una cierta actvidad litica importante 2 esa

emparatura.

la pnmera enzima litica figica capaz de hidrolizar la pared celular de neumococo que fue
aislada y purificada 2 homogeneidad electroforética fue la codificada por &l fago Dp-1, y recibid el
nombre de PAL (Phage-Associated Lysin (Garcia y cols.. 1983a). Esta enzima tiene una M,. de
aproximadamerte 31.000 y se ha caracterizade como una N-acetimuramil-L-alanil amidasa
{Garcia y cols., 1984). Al igual que la amidasa LYTA, para llevar a cabo su accidn catalitica
requiere a presencia de residuos de colina en la pared y se inhibe en presencia de LTA. Sin
embargo, a diferencia de aquélla, su actividad in vive ¢ in vitro se estimula por agentes reductores
cormo 2 DTT ¢ e O-mercaproerancl {Garcia y <ols., 1983a, b, ¢). ademis de inhibirse

parciaimente por cardioliping y no dar reaccidn inmunoldgica cruzada con la forma E de 12
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amidasa LYTA, aunque si con I3 forma C (Garcia y cols., |984), Por (ltimo, se ha demostrado
que esta enzima interviene activamente en la liberacidn de fa descendencia figica en mutantes de
NeUmOCoCo que carecen de amidasa LYTA, por lo que ambas enzimas participan en la liberacidn
de la progenie figica (Garcia y cols., 1983b, <.

La siguiente enzima figica con actividad sobre paredes de neumococo que se logréd
caracterizar fue la muramidasa codificada por ei bacteriéfago Cp-1 (CPLY). (Garcia y cols,,
1987). Su peso molecular se estim® en 39 kDa, comparte con la LYTA la dependencia de colina
en 2 pared y su actividad se inhibe asimismo con colina libre y LTA, aunque no requiere ol
proceso de conversion para alcanzar 1a mixima actividad cacalitica. El gen ¢pfi, que codificaba para
estz lisozima, fue clonado y expresado en E. cof v se determind la secuencia de nuclebtidos de!
gen, con lo que pudo deducirse l3 secuenciz de aminodcidos de [a proteina. De este andlisis se
comprobd que esta muramidasa tendria 337 aminokcidos (M = 3% 144). Un estudio comparativoe
con la amidasa de Ja célula huéssped reveld ja homologia existente entre la regidn 3' de este gen y

la regién 3' de! gen lytA de 5. preumonioe (Garcia y cois., |988).

Utilizando como sondz el gen cpll se procedid 4 la dlonacidn y secuenciacibn de los genes
cpl? y cpl9 de los fagos Cp-7 y Cp-9, respectivamente (Garcia y cols., 1990). La lisozima CPL9
sHlo se diferencia de la CPLI en 10 amincacidos. Sin embargo, tas mayores diferencias surgen de
la comparacién de la #isozima CPLY con ks CPLI. La lisozima CPL7 tiene una M, de 38.461 (342
aminodcidos) y su actividad cacalitica no depende de la presencia de residuos de colina en la pared.
Esta importante taracteristica posibiliza que el fago Cp-7 pueda Yisar y liberar la descendencia en
células de neumococo que posean etanolamina o colina en los icidos teicoicos de pared, sin la

cooperacidon de las autolisinas bacterianas (Garcia y cols., 1990).

La metodologia empleada para la clonacidn de los genes de las enzimas liticas de los fagos
Cp se utilizd también para clonar el gen hbi que codifica para la enzima litica de pared del
bacteridfago HB-3 (HBL), un fago acemperado de 5. pneumonios (Romero y cols, [990a). La
enzim3 HBL es una amidasi, tiene una M, de 36000 y sus propiedades inmunolbgicas ¥

bioquimicas son tmuy similzres 2 las de la amidasa LYTA (Romero y cols., 1990a). La secuencia de
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aminodcidos de la amidasa HBL, deducida de la secuencia de nuciedtidos del gen, coniirmd la
existencia de homoiogia con el gen LYTA (Romero ¥ cols., 1990b).

La construccibn de genotecas de la cepa de S pneumonioe 101 /87 permitié el aislamiento y
clonacitn del gen ejf, que mostraba similicud con el gen iytA (Diaz, 1991). Este gen codifica parala
enzima EJL, de 316 aminodcidos, que es una amidasa convertible 9 2 12 veces menos activa que
amidasa LYTA, {2 anzima EfL estd codificada por el fago lisogénico EJ-1 aunque es inactiva en fa
cepa 101/87 durante el ciclo lisogénico (Diaz. 1991}, La secuenciacion del gen eff permitid
comprobar la similicud de fas secuencias de aminodcidos de la enzima EJL y 2 amidasa LYTA. Sin
embargo, | caracteristica mis importante que las diferencia s el hecho de que el proceso de
reecuperacion del estado de baja actividad caualitica (desconversin) por didlisis es notabiemente
mis ripido en of caso de la proteina EJL.

1.4. Estructura modular da las enzimas liticas de 5. preumonioe y sus bacteribéfagos

Como hemos visto anteriormente, todas las enzimas liticas de neumococo y sus
bacteribfagos, a excepcibn de ia lisozima del fago Cp-7. requieren la presencia de colina en los
icidos teicoicos de pared para Hevar 2 cabo su actividad enzimitica. Asimismo, todas estas
enzimas son capaces de producir el efecto denominado como curacion fenotipica por el cual,
cuando se afiaden de forma exdgema 3 cuitivos de mutantes de S. preumonige deficientes en
amidasa LYTA (Lyt™), se obtiene como resultado la autolisis de los cultivos en la fase estacionacia
de crecimientc ¥ 1a lisis inducida por detergentes, procesos que noO OCUITEN en ausencia de estas
enzimas. L3 afinidad por colina que presenta la mayoria de estas proteinas se ha aprovechado parz
su purificacibn en un sélo paso mediante cromatografia de afinidad en columnas de Sepharosa-
colima (Briese ¥ Mackenbeck, 1985). Ademis, su actividad enzimjzica se inhibe en presencia de

coling libre. como se ha demostrado en ensayos ie vitro & in vivo,

L2 comparacion de las secuencias de aminoicidos de las enzimas liticas de neumococo y sus
bacteribfagos ha puesto de manifieste una serie de peculiaridades estructurales que hacan de
estas enzimas un modelo muy interesante parz establecer refaciones evolutivas encre eflas, ¥

consUTUYE ¥n nugve sjemplo a favor de la teoriz modular de la evolucidn de las proteinas (Garcia
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y cols., 1988; Garcia y cols., 1990). Como puede verse en la figura 5, el anilisis de sug
estructuras primarias revelan la existencia de dos posibles mbduios funcionales en todas estas
proteinas. El médulo N-terminal seria el responsable de la actividad catalitica de estas enzimis,
puesto que se conserva con ligeras variaciones en rodas aquellas enximas con la misma
especificidad enzimitica, como las lisozimas CPLI, CPL7 y CPLY por un lado, y las amidasas
LYTA, HBL3, EJL y LYTAIQI (Diaz, 1991) por otro. Ademds, otras enzimas heterblogas como
las lisozimas de Chaloro (Fouche y Hash, 1978}, Clestridium acetobutyficum ATCC 824 (Croux y
Garela, 1991), 5. globisporus (Lichenstein y cols., 1990), y la del fago mvi de L. bulgaricus (Boizer
y cols., 1991) tienen semejanza en su secuencia N-terminal con las fisozimas de los fagos Cp
{figura 4). Los dos aminodcidos implicados en el mecanismo catalitico de ta lisczima de Chalore se

conservan en la misma posicidn y a la misma distancia en todas estas lisozimas.

En cuanto a la regibn C-terminal, se conserva en las enzimas dependientes de colina, es
decir, en todas excepto en 3 fisozima del fago Cp-7. De los 142 residuos del dominio C-terminat
de la amidasa LYTA, 73 son idénticos a los def dominio C-terminal de fa lisozima CPL1, y de las
69 sustituciones, 55 son cambios conservativos (Garcia y cols., | 988). Estos datos refuerzan ia
hipdtesis segiin ia cual es la regidn C-terminal la encargada del reconocimiento de los residuos de

colina de la pared celular.

Una evidenciza de que los modulos N- y C-terminales podrian constituir dominios
estructurales independientes dentro de las enzimas liticas 12 constituyen los resultados obtenidos
tras la obtencidn de enzimas hibridas en las que te han intercambiado los distintos mbdulos entre
si (figura S} (Diaz y cols., 1990; Diaz y cols, 1991). Como resultado, las proteinas quiméricas

resultantes adquieren las propiedades caracteristicas de los mé&dulos que las componen,

Un estwdio miés profundo a nivel de secuencia revela que todos los dominios C-terminales
con funcionalidad de unibn a colina estin constituidos por motivos de secuencias repetidas con
gran similitud entre sf en composicion de amincicidos, que se pueden considerar como unidades
modulares surgidas por duplicacidn génica de una secuencia originaf (Garcia y cols,, 1988). En el
caso de las enzimas LYTA, LYTAIOI, HBLI, EJL, CPLI y CPL? existen 6 motivos de,

aproximadamente, 20 aminoicidos cada uno. Por comparacidn con los motivos de la amidasa
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CPL  VKENDLFVDVSSHNGYDITGILEQMGTTNTIIXISESTTYLNPCLSAQVE

CAC MEGIDIYSGOGSYDFNAVKESGVEVVY JEATEGLTYTDSTYKDFYD
5GL  DTSGVQGIDYSHWOGS INWSSVKSAGMSFAYIXATRGTNYKDDRFSANYT
CHA TVQGFDISSYOPSYNFAGAYSAGARFVIIEATEGTSYTNPSFSSQYN
MV1 TRT-YGVDVAVY(QP~IDLAAYERAGASFAIVELIBGVDY VNRRGPSRWT
T4L MN--IFEMLRIDBGLRLE IYRDTEG-YYTIGIGHLLTK

FIGURA 4, Comparacidn de las secuencias N-terminales de diversas enzimas Hoicas.

Las enzimas mostradas son: CPL, lisozima CPLI; CAC, lisozima de C. ocetobutilicum ATCC 824
SGL, lisozima de 5. globisporus; CHA, lisozrima de Chalora; MY, lisozima del fago mvi de [
bulgoricus; T4L, lisozima dei fago T4 de E. cofi. En cursiva y subrayado se sefialan los aminodcidos
mis conservados en las secuencias de las proteinas, En negrica se muestran los aminodcidos que
han sido implicados en el centro activo de cada una de las enzimas.
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FIGURA 5. Comparacién de las propiedades mis relevantes y representacibn esquemitica de
las enzimas liticas de neumococo y sus bacteridfagos, ademis de 3 lisozima de Chaiore.

Las zonas de igual sombreado indican un alto grado de similicud. P1 2 P6, P1" a P&" y M1 a2 M3
representan las secuencias reperidas (motives) de fos dominios C-terminales de fas enzimas.
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LYTA y Iz iisozima CPL] se obruve la secuencis consenso GWVKIGDGWYYFDNSGAMATN
{Garcia y cols., 1988). Sin embargo, ¢l mbdulo C-terminal de la #isozima CPLT esth constituido
por 2,8 motivos de 48 aminofcidos cada uno, diferentes de los arriba descritos pero idénticos
encre si (Garcia y cols., §990), o cual revelyria, de acuerdo con Doolitde (t986) que, para este
caso concreto, ef proceso de duplicacién génica habria tenido lugar recientemente en términos
evolutvos, $8ic en algunos casos ha podido demasurarse experimentaimente {3 refacion entre fa
existencia de motivos repetidos y la funcidn que desempefia la proteina que ios contlene, como
oturre poc ejemplo con las proteinas que se unen al DNA {Klug y Rhodes, 1987). La razén por la
que los dominios C-terminales de las enzimas liticas de 1a pared de neumococe se han originado
por repeticibn de motivos se desconoce, aunque se puede especular con fa posibilidad de que
eS1as repeticiones escén en relacién con ¢f hecho de que las enzimas esuin actuando sobre un
SUSTrato polimérico constinuiio rambidn por estructuras quimicas repetidas (Saedi y cols., 1987).
En la acrualidad se conocen otras proteinas que también actian sobre sustratos poliméricos y que
contienen repeticiones en las regiones implicadas en el reconocimiento det sustrato. Encre ellas
destacan: ia iisozima ded fago 919 que infecta a B. subtifis (Garvey y tols., 1986), L endoglucanasa
£ de C. thermocefum (Hali y cols., i 988}, un celulasa (Avicelasa ) de C. stercokorum (Jauris y cois.,
1990), las givcosilrransferasas de 5. mutons {Shircza ¥ cols., 1987; Ueda y cois.. 1987) y de S.
downei (Ferret y cols., 1987; Gilmore y cols., [990), y una proteina de unibn a glucanos de S.
mutons (Banas y cols., 1990). También se han descrito toxings de C. difficile capaces de
reconocer pequefias estructuras poliméricas que presentan mddulos repetidos en su molécula
(Dove y cols., 1950; Barroso y cols., 1990).
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3. LAS LISOZIMAS

Las isozimas (EC 3.2.1.17) se definen como |,4-B-N-acetimuramidasas, es decir, enzimas
que son capaces de hidrolizar ei enlace entre el carbono | de! icido N-acetiimurdmico y el
carbono 4 de la N-acecilglucosamina del peptidoglicano bacteriano, Las lisozimas son enzimas
presentes en muy diversas especies, e histdricamente han presentado un interés especial: la
lisozima de clara de huevo (MEWL) fue ta primers proteina que fue secuenciada y que tenia los
veinte amninoicidos usuales, ademds de ser también fa primera de la que se obtuvo un anifisis
cristalogrifico completo y de 12 que se propuso un mecanismo de reaccion detallado, Puesto que
ademis se conocen las secuencias de aminoicidos de una gran varedad de estas enzimas, las
lisozimas constituyen un sistema modelo desde 10s puntos de vista escructural, funcional y

evolutiva.

3.1. Tipos de lisozimas

De acuerdo con jollés y Jolles {1984), las lisozimas se pueden dasificar en los siguientes

tipos:

|.- Lisozimas tipo ¢ (“chicken-type”). Aunque ias isozimas mds representativas de este tipo
se encuentran en la clara de huevo de ciertas aves (pollo, pato} iqui también se pueden engiobar
las hisorimas de leche humana, de rata, etc... Todas ellas poseen alrededor de |30 amincicidos
{M=214.000), con cuatro puentes disulfure. Ademis. los dos aminodcidos icidos supuestamente
implicades en el mecanismo catalitico de i lisozima HEWL (Glu-35 y Asp-52) se conservan en
rodas las enzimas de esta clase en posiciones similares. Poseen una cierta actividad de quitinasa, o

que posibitita Ia hidrolisis de polimerces compuestos Unicamente de NAG.

1.. Lisozimos tipo g ("goose-type”). Esta clase de lisozimas vienen unos 185 aminoicidos
(M=21.000), y no dan reaccibn inmunoibgica cruzada con las de tipo ¢. También poseen cuatro
puentes disulfuro, y se ha postulado, en base a estudios de homologia de secuencia apoyados en
datos cristalograficos, que los aminoicides Glu-73 y Asp-86 podrian corresponder a los Glu-35 y
Asp-52 de la HEVYL.
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3.- Lisotimos de bocteribfopos. Ei ejemplo mis representativo fo constituye la fisozima
codificada por ef bacreriblago T4 (T4L). Esa Bsozima tiene 164 aminoicidos (M= 18.700) y su
secuencia nc ¢ homdloga con las de las enzimas de tipo ¢; Se ha descrito la posibitidad de que los
aminodcidos Glu-11 y Asp-20 podrian cumplir fas funciones de los correspondiences Glu-35 y
Asp-52 de la MEWL. Existen otras lisozimas de fagos que no entrarian dentro de esa

clasificacidn,

4.- Lisozimas de bocterias y hongos. La enzima Ktica producida por & hongo Chalars
(isorima Ch), ademis de ser una muramidasa, posee actividad de 8-, 4-N{6-O0-
dacetiimuramidasa, por io que es capax de hidrolizar [as paredes de 5. dureus. Su secuvencia ¥
tamafio (Mc=21 400) difieren del resto de lisozimas conocidas aungue, de modo simllar 2 ésts,
también se ha posudado la existencia de dos aminokcidos dcidos en el centro activo (Asp-6 y G-
33) (Fouche y Hash, 1978}, Las isozimas de §. globisporus (Lichenscein y cols., 1990) ¥ de C.
ocetobutyicum (Croux y Garcia, (991), ia enzima litica codificada por ef bacteridfago mvl de L.
tudgoricus (Boizet y cols., 1990) y las enzimas codificadas por los bacteribfagos Cp-1 (Garcia y
cols., 1987y y Cp-7 (Garcia y cols., 1990) de 5. pneumonioe, por homologia de secuencia,
también pueden incluirse en este apartado.

3.2 Mecanismo de accién de las lisozimas

La cristalizacién de complejos de k lisozima HEWL con oligosaciridos andlogos de
sustrate, especiaimente con tri-N-acetiglucosamina (tri-NAG), posibilicd en los afios 60 el primer
estudio exhaustivo de iz estruccura de una engima mediante técnicas de difraccidn de rayos X
(DRX). Dicho estudic sentd las bases para una elaboracidbn posterior de un modelo de
mecanismo de reaccidn, propuesto por Blake y cols. en | 967. Segin este estudio, la lisozima es
una proteina estructurada en dos dominics acravesada en sy superficie por unaz hendidura que
comoda a 13 cadena de peptidoglicano, Esta cavidad tendria seis sitios para fa unién del sustrato
{denominados de A 1 i, en cada uno de los cuales se situaria una unidad de arGcar. El trimero
anteriormenie cicade de N-acetighucosaming forma seguramente un complejo enzima/sustrato
ho productve 1 las concentraciones ygilizadas para la formacibn de cristales, puesto que b

hidrbiisiy de este compuesto tene fugar muy lentamente en estas condiciones. Del anakisis de este
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complejo se deduce que son ocupados los sitios A, B y C, donde los residuos de axicar
establecen varios enlaces de hidrdgeno con los aminoicidos que componen la cavidad. Un redrico
cuarto residue de NAG sdlo podria acomodarse en el sitio D admitiendo una distorsién de a
conformacién "en silla™ habitual hacia una conformacién en “media silla® en fa cual el carbono 6
s& encontraria en posicidn axial. Los sitios E y F podrian acomodar residucs de NAG sin mayor
dificultad,

El estudio decallado de la geomerria de los subsitios de unibn del sustrato indica como (mica
posibilidad el acoplamiento de los cesiduas de NAM en los sitios B, D v F, en donde no existiria
impedimento estérico a la hora de acomodar las cadenas relativamente voluminosas de icido
Hetico, Puesto que I3 lisozima es una muramidasa, la hidedlisis debe proceder encre los sitios B y
C, o bien entre D y E. Esta hipdresis se vio reforzada por los experimentos de Rupley y cols.
(1967) en los que se mostraba que ia lisozima hidrolizaba heximeros de NAG rindiendo como
productos un tetrimero y un dimero. La hidrolisis entre D y E parece mucho mis probable segin

el anilisis del entorno amincacidico, mucho mis reactive qua en el primer caso.

Una caracteristicz muy importante de la rona que circunda los sitios D y E, donde se
ubicarfa el enface giicosidico susceptible de hidrolisis, es la presencia de dos aminoicidos icidos, el
Glu-35 y el Asp-52. La cadena lateral del Glu-35 se encuentra en un entormo predominantemente
apolar, io que favoreceria su protonacidn incluso a pHs superiores al pK, tedrico del grupo -
carboxilo de este residuo. Por su parte, &l Asp-52 permanece en un entormno polar, tendiendo a
mantener su grupo carboxilo ionizado. Los experimentos de titulacion realizados por Parsons y
Raftery {(1971), seguidos de otros realizados CON tECnicas ™S precisas, SUReTen uNOS valoTes o
pK; de aproximadamente 4.5 para el Asp-52 y de 6 para el Ghr-25, lo que confirmaria la
hip&tesis sobre el estado de ionizacidn de estos grupos al pH 6ptimo de actuacién de la enzima,

como se verd mis adelante.

Teniendo en cuenta estos datos, Blake y cols {1967) postularon el siguiente mecanismo de

reaccibn (figura 6):
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i Una vez unido el sustrato, ef Glu-3% podria actuar como un catalizador icido-base
general, cediendo ¢l protdn de su grupo carboxilo al oxigeno 4 del residuo de NAG situado en el
subsitio E. De #5te modo, se crearia una carga positiva sobre ¢l carbono | del NAM situado en el

subsitio .

2.- Este carbocatidn intermedio podria estabilizarse en cierto moda por: a) deslocalizacién
de carga con el oxigeno 5 del anillo, facilitada por 12 distorsibn de &ste creada cras 1a vnidn al
subsitio D, como ya se habia mencionado (de modo que fa unidn del sustrato, por s misma,
contribuye fundamentaiments al proceso cawlitico) y D) cercania del Asp-52 cargado
negativamente que actuaria como contraidn. De este modo, 12 energls de actvacidn parz la

formacién de este complejo intermedio quedaria rebajada sustanciatmente.

1.- Bl dltimo paso de la reaccidn lo fievariz a cabo una molécula de agua, reaccionando won

el carbocatidn y cediendo un procdn que acabaria recuperando el Giu-35.

3.3, Papel biolégico de las lisozimas

Las lisozimas son enzimas presentes en wna gran variedad de organismos desde los
bacreridfagos hasta los mamiferos superiores. Sin embargo, el papel biolbgico de las lisozimas a0n
no se conore blen, a pesir de fa multicud de estudios que se han reglizado de escas progeinas.
Solarmente parece clara {2 funcidn de defensa del organismo contra la infeccidn bacteriana. Las
lisozimas en invertebrados pueden servir quizi como un sistema rudimentario de proteccién,
puesto que estS arganismos no producen inmunoglobuiings (Schindler v cols., 1977), Las
lisozimas de algunas plantas como la papaya actian principalmente como quitinasas, posiblernente
dabido 2 que estas plancas crecen en lugares propensos al crecimienta de hongos, muchos de los

cuales poseen quitina en sus paredes celulares (Schindler y cols., 1977).

Las lisozimas existen en altas concencraciones en la clara de huevo de varias aves (lisozimas
¢y g). Aunque estos organismos poseen Sistemas inmunoldgicos, el huevo y ef embrién no

producen inmunogicbulinas hasta 7 dfas antes de I eclosidn, por lo que es posible que el papel de
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esus lisozimas sea ia proteccidn contra la infeccion bacteriana hasta que el embribn pueda hater
uso de su sistema inmunokgico,

La funcibn gque pueden desempefiar fas lisozimas en ios vertebrados superiores no estd
clara. La fisozima y las inmunogiobulings muestran una distribucion similar en varios fluidos
corporales. El papel de la lisozima como agente antibacteriano puede estar relacionydo
directamente con su accion bacteriolitica. Asi, la fagocitosis llevada a cabo por los macrdfagos
alveolares de rata sdlo puede realizarse contrz bacterias cuya pared ha sido prevamente
degradada con lisozima (Biggar y Sturgess, 1977}, Sin embargo, parece ser que es necesaria una
interrelacidn con otros componentes para alcanzar la mixima efectividad en ios mecanismos de

defensa (Adinolfi. (981).
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4. OBJETIVOS

El gen cpli, que codifica para la lisozima CPLI, fue cionado y expresado en E. cof gracias al
trabajo de Garcia y cols. en |987. Aunque algunos datos bioquimicos de la lisozima se obtyvieron
en ¢l trabajo original, [as peculiares caracteristicas de esta enzima y el hecho de que fuera una
lisozima Ja convertian en un atractive candidato para un estudio estructural, funcional y evolutivo
mis exhaustivo, Para ello se precisaba poner a punto un sistema que permitiera una alta
produccion de proteina, asi como un método de purificacidn ripido que no adoleciera de los
inconvenientes del procedimiento que utiliza la Sepharosa-colina, como son su dificl

regenerabilidad y su alto coste.

La lisozima CPLt es una enzimz que requiere la presencla de colina en la pared celular de
neumococo para Hevar 3 cabo la hidrdlisis de ésta. Dada la importancia de a interaccidn con este

ligando nos propusimos obtener la mayor cantidad posible de datos para su caracterizacion,

La comparacién de las secuencias de aminoicidos de la lisozima CPLI y de 12 amidasa LYTA
sugiere la estructuracidn de estas enrimas liticas en dos dominios o mddulos, el M-terminal
responsable de la especificidad enzimitica y el C-terminal encargado del proceso de
reconocimiento de los residuos de colina de la pared (Garcia y cols., 1988). E! estudio de los
dominics por separado permitinia no sblo la asignacidn de funciones a los dominios sino también
la aportacibn de pruebas de la conservacibn de dichas funciones con independencia de la

existencia del otro dominia,

La comparacién de las secuencias de las regiones N-terminales de las lisozimas CPLY, CPL7
y CPLY con la regibn N-terminal de la lisozima de Chalora (Garcia y cols., 1988; Garcia y cols.,
1990) mostrd la conservacién en posiciones similares de dos aminodcidos, Asp-9 y Glu-36, que
se ha sugerido que estin implicados en el centro activo de esta Ultima enzima (Fouche y Hash,
1978). Por ello nos propusimos estudiar ta implicacién de estos residuos en el mecanismo

catalitico de fa lisozima CPLL.
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La construccidn de proteinas de fusion constituye una de lis téenicas mis versiciles para fa
inmovilizacibn yio purificacidn de proteinas. La afinidad del dominio C-terminal de las murein
hidrolasas de neumococo por «f aminozlcohol colind ke convierte en un candidate pana su
utllizacibn en la construceidn de proteinas de fusibn de interés biotecnoldgico que pudieran

purificarse aprovechanda ki interaccion especifica del dominio por su ligando.

Por todo ello, los objetivos de esca Tesis son ios siguientes:

1) Puesta a punto de un método de obtencién de lisoxima CPLI.
i} Construccién de un sistema que posibilite 1a alta produccidn de enzima.

iy Puests a punto de un nuevo proceso de purificacidn.

i) Caracterizacion de ls interaccidon de la lisozima CPLI con colina.
i) Estudics de la interaccion con andlogos estructurales de colina.

ii; Estudio de los cambios conformacionales inducidos por el figanda.

i} Estudio de la estructuracidn en dominios de {a lisoxima CPLI.
iy Obtencidn mediante Ingenieria Genérica de los dominics M- ¥ C-terminales.
#) Asignacion de funciones a estos dominios.

i) Estudio de 2 conformacidn de los dominios en la lisozima CPLE.

1Y) Obtencién de datos sobre el mecanismo de reaccién enzimatica.

i} Mutagénesis dirigida de kos residuos presumiblemente implicados en el centro active.

¥) Apiicaciones biotecnolégicas de las murein hidrolasas de neumocoto y sus
bacteriffagos.
i} Construcadn de fusiones de proteinas de interés biotecnolbgico con kos dominios C-
terminaies responsables de la interaccion con colina.

i) Purificacibn en un soi paso de las proteinas de fusién
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. ESTIRPES BACTERIANAS, BACTERIOFAGOS Y PLASMIDOS

Pars el desartollo del presente trabajo se utilizaron las estirpes bacrerianas, los

bacreribfagos y los plaismidos que se decallan en la Tabla |,

1. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas s# conservaron congeladas a =70°C en medio de cultivo 3 que se afiadié glicerol
al 10% (v/v). En el momento de sembrarlas se descongelaron, incubindose en los medios
correspondientes 3 170C, 2 menos que se indique lo contranic, con agitacibn para las cepas de £

coli y sin agicacibn para ias cepas de S. pneumonios

2.1. 5. preumonioe

Para ef culuvo de S. pneumonioe se utilizd el medio T+ Y, que consiste en medio CpHB
{Tomasz y Hotchkiss, §964) suplementando con extracto de ‘evadura 0.08% (p/v} (Difco). Las
cepas de 5. pneumonice que contienen en sus dcidos teicoicos residuos de etanolaming en lugar
de residuct de colina se obtuvieron prolongando el cuttivo de la cepa correspondiente durante
mis de 10 generaciones en un medio definido (Cden} utilizando e aminoalcohol etanolamina en
lugar de colina (medic Cden-EA) (Tomasz, [964). El crecimiento de S. preumonioe e siguid por
nefelometria con el empleo de un Nefeldmewrs Coleman modelo @, valibrade parz contaje de

viables an neumococo [N = 7.5 x 105 unidades formadora: de cofonias (UFC)/mi].

1.2 E.col

Para ei cultivo de E. coff se utilizd el medio LB descrite por Sambrook y cols. (1989),
afadiendo agar al 1% (p/v) para cultivos en medio sblido. Las cepas de E. cof RB79Y y DI
portadoras del plismido piNI-0ppP-5)-A3 y derivados de éste se cultivaron en medio LB al que
se afadid lactosa al 2% (p/v). En estas condiciones la lactosa actla como un induttor de ia

expresidn génica regulada por 2l promotor-operador del gen locZ
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TABLA . Cepas bacterianas, plismidos y bacteriéfagos

Cepa, plasmido Genotipo o fenatipo Referencia
o bactenidfago relevante
£ coli
DHI hsd {r=, m~), recAl Low, 1968
IM83 locZoMIS (r*, m*) Messing, 1983
MCI1060 o(laciPOZYA)X T4, Casadaban y cols., 1983
goll), galK, strAT, hsdR=
MCII16 oflaclPOZYA)X74, Casadaban y cols. 1983
afara, leu), recA5é
TG F' {fochd locZoMi5) Gibson, 1984
RB791 W3L10 lockk Brent y Prashne, 1981
HBI0I rg”. mg~, recAl3 ?gg;r y Rouland-Dusscix,
Plgsmidos:
puUCHS ApR Messing, 983
pUC4K ApR, KanR Vieira y Massing, 1982
pINIH-(ippP-5)-A3 ApR Inouye & Inouye, 1985
pMC931 ApR, KanR, lacZ'YA Casadaban y cols., 1983
pMCI871 Tck, locZ’ Casadaban y colks., 1982
pCEI7 ApR, c-iytA Sinchez-Puelies y cols.. 1990
pCIP50 ApR, TcR, epll Garcia y cols., 1987
CIPSI TR, epll Sinchez-Puelles y cols., 1990
pCIPS4 TcR, cpii-209 Dfaz y cols., 1990,
pTcB8BS ApR, TcRBB. | Santiago Rodriguez,

com. personal
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TABLA |, {continuacién}

Cepa, plasmido Genotipo o fenctipo Referencia

o bacteridfago relevante

. pneumonioe

Ré cepa siivestre Rockefeller
University

M1l Hex~, aiytA Sénchez-Puelles ¥
cols., 19860

Bacteridfogos

Mi3egl 30 Kieny y cols., 1983

M 3cgl 31

Kieny y cols., 1983
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La concentracidn de antibidtico afiadida &l medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue
de 100 ug/ml para la ampicilina, |0 ug/ml para la tetraciclina, 25 ug/ml para la kanamicina y 20-
30 ug/mt para &l cloranfenicol. El crecimiento de 23 cepas de £. colf se siguid por curbidimerria 2
550 nm con un espectrofotdmerro Shimadzu UV-260.

1. CURACION FENOTIPICA DE NEUMOCOCO

Los experimentos de curacidn fenotipica de las cepas de neumococo Lyt~ se realizaron
como se describe en Tomasz y Waks (1975}, La curacibn consiste en ki adicidn de una enzima
hidrolitica de la pared celular de neumococo a un cuitivo de una ¢epa Lyt™ en fase exponencial
cempranz de crecimienco. Se dice que dicha cepa se hx curado cuando éstz sufre l2 autolisis 2l
aicanzar la fase estacionaria de crecimiento, un comportamiento similar al que experimenta una

cepa Lyt™ de¢ forma natural.

En ios experimentos de curacibn fenotipica realizados en esta Tesis se ha utlizado la cepa
de neumococo M3, un mutants que carece del gen IytA (Sinchez-Puelles y cols., |986a),
cultivada 2 37 ©C en medio C+Y. A esta temperatura de incubaciédn fa aurolisina minoritaria de
neumnococs, la glucosaminidasz, presenta una baja actividad y el fenotipo de 12 cepa M3! es Lyt~

{apartado 2.3.1 de [a Introduccibn),

4. PROCEDIMIENTOS DE TRANSFORMACION GENETICA

Las cepas de E. cofi se transformaron con el método del RbC] (Kushner, 1978).

5. OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS CELULARES

Para obtener extractos crudos de las cepas de E. cofi, en un experimento dpico se
cultivaron éstas en 100 ml del medio indicado en cada caso a 378C durante 16 horas (fase
estacionaria de crecimiento). A continuacidn, los cultivos se enfriaron 2 4°C y se centrifugaron a

6.000 x g durante |9 minutos, resuspendiéndose las células en & mi de tampbn Tris-maleato 50
mM, pH 6,5 {tampdn TM) o fosfato sbdico 20mM pH 7.0 (tampdn fosfato). Una ver
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homogeneizada & suspensidn, las células se rompieron en un sonicador MSE modelo MK
mediante cuatro pulsos de 5 segundos cada uno, manteniendo tiempre la muestra a 4°C.
Finaimente, 1a suspensidn sonicada se centrifugd a3 4°C y 10.000 x ¢ durante 10 minutos para
eliminar los restos celulares. El sobrenadante de esta centrifugacibn (extracto crudo) se conservd
2 -20°C. La concentracibn de proteina en #l sxiracio se determind mediante sl méiodo de
Bradford (Bradford, [976), utitizando fa curva pacrdn de fa sercalbimina bovina. Cuando se
cultivaron volimenes mayores, las células se rompiercn usando una “French-press”™ {(American

instrumencs Company) operando a una presion de 7,6 atmdsferas.

6. TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR EN E. cofi

6.1, Fraccdionamisnto subcelular mediante choque osmético

El thoque osmdtico de los cultivos de 1a cepa E. coli HBID1 [pCIPS0] se realizé como se
describe en Nossal and Heppel (1966). Para eflo, se cultiv dicha cepa en 25 mi de medio LB con
ampicilina hasta alcanzar una densidad Optica a 550 nm de 0.5 (fase exponencial media). Las
céluias del cultivo se concentraron mediante Centrifugacidn, se resuspendieron en 10 mide la
solucidn de plasmolisis {Tris-HC 100 mM, phi B,0; EDTA | mM y sacarosa al 0% (p/v)], y se
incubaron a termperatura ambiente durante (0 minutos, Con este tratamiento se liberan parte de
las proteinas que se iocalizan en el periplasma de Ja bacreria. Posteriormente, las células se
centrifugaron a 8.000 x g durante 20 minutos a 49C. B sobrenadante constituia la fraccidn de
tacarosa y el sedimento las céhislas plasmolisadas. Estas se resuspendieron suavemente en 10 mi
de agua 3 4°C y se mantuvieron a esa temperatura durante ouos 10 minutos (choque
hipotbnico). Con este tratamiento se liberan las proteinas periplismicas que no Jo han hecho
previamente en 1a {raccidn de la sacarosa. Después de una centrifugacion de 10 minutos a 4°C y
5.000 x g, se separd el sobrenadante (fraccibn H;O) del sedimento (fraccidn celutar). Este
Uitime se resuspendid en tampdn TM y las células se rompieron mediante sonicacidn a 4°C (con
dos traamientos de 10 segundos cada unc). La fraccidn soluble {citoplasma) y la sedimentabie
{envolturas celulares) se separaron mediante ultracentrifugacidn a 100.000 x g durante 60

mMiNUEDS.
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§.2. Fraccionamiento subcelular mediante la formacién de esferoplastos

Se siguid el procedimiento descrito por Koshland y Botstein (1980). Para elio, se cultvé la
cepa E. coli HB101 [pCIP50] en 25 ml de medio LB con ampicilina hasta alcanzar una densidad
optica a 550 nm de 0,5 (fase exponencial media). Las células del cultivo se concentraron
mediante centrifugacidn y se resuspendieron en 2,4 mi de una solucidn [Tris-HT) 100 mM, pH
8,0; EDTA 0.5 mM y sacarosa al 20% (p/v}] que contenia 0,24 mg de lisozima. Despugs de una
ncubacién 2 4°C duranee 1520 minueos, fos esferoplastos formados (visualizados al
microscopio) se estabilizaron afiadiendo 45 sl de MpCly IM. La centrifugacién a 8.000 x g
durante 20 minutos a 4°C origind un sobrenadante que contenia proteinas periplismicas
{fraccién periplésmica), y un sedimento celular que se tomecid a choque hipotdnico mediante
resuspension en 10 mi de agua a 4°C y agitacién a esta temperatura durante |0 minutos. En este
caso, y a diferencia de lo comencado en el apartade 6.1., el choque hipbrdaico libera las
proteinas citoplismicas, La fraccidn soluble (citoplasma) se separd de la fraccibn sedimentabie
(envoliuras celulares) mediante ultracentrifugacidn. La eficiencia en la formacion de esferoplastos
fue mayor del 95 %, como se pudo comprobar por observacidn directa al microscopio de
contraste de fase, asi como también por 12 reducida actividad enzimitica detectada en &
sedimento de una centrifugacién a baja veiocidad de los esferoplastos cuando éstos ya habian
sufride el choque hipotdnico.

7. OBTENCION DE LAS PAREDES CELULARES DE NEUMOCOCO

7.1. Marcaje radiactivo de las paredes celulares

El marcaje de las paredes celulares de 5. pneumonice con clorure de [metiF3H]colina (60
Ci/mmol; Amersham) o con monohidrockoruro de 1.-[4,5-3H]lisina (40 Ci/mmol, Amersham), se
levd a cabo afiadiendo el isbtopo correspondiente a la cepa Ré cultivada en medic CpH8 segiin

se describe en Mosser y Tomasz {| 970).

Para el marcaje de las paredes celulares que contienen etanolamina en lugar de coling, se
afadid [2-24Cjetanolamina (44 Ci/mmol, Amersham) o monohidrociorura de L-[4.5-3H]lisina
(40 CiY/mmal) 2 la cepa R6 cultivada en medio Cden-EA segin se describe en Haltje y Tomasz
(1975 b).
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7.2, Aislamiento y purificacién de las paredes celulares

Para Bevar a cabo el aislamiento y purificacidn de las paredes celulares se siguid bisicamente
el método desarrollado por Garcia-Bustos y Tomasz (1987). En resumen, se cultivd 1a cepa tipo
R& en medic CpHB, o en medio Cden-EA para la obtenciGn de paredes que contienen
etanolamina, en émsench de! isbtopo correspondiente hasta que e cultive alcanzé una
concentracion cetular de 3,7 x 108 UFC/mi. Las céiulas se centrifugaron a 6.000 x g durante 10
mimstos 3 4°C y e sadimento resultante se resuspendié en tampdn fosfato-salino (tampdn
fosfato 20 mM, pH 6.9 mis NaCl 0,15 M). Posteriormente, la suspensidn celular se calentd a
90°C durante 30 minutos en presencia de 3OS al 4% (p/v) con el fin de inactivar la autolisina de
neymococo. Despuds de varios lavados con agua destlada para efiminar el SDS, la células se
rompieron mediante "French-press™ {American Instruments Company). Ei restante tratamiento
hasta la obtencidn de las paredes celulares se realizd como se describe en Garcia-Bustos y
Tomasz (1987). Finaimente, las paredes celulares se resuspendieron de forma homogénea en
wumpdn SPSH (tampdn fosfato sbdico 25 mM, pHB,0; B-mercaptosranol 20 mM y NaCl 0.85%)
a unz concentracin final de | mg/m! (700 cpmiig para paredes marcadas con colina, 500 cpm/ug

para el marcaje con lisina).
8. ENSAYQS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

8.1. Determinacion de la actividad de las enzimas que hidrolizan la pared

celutar de neumacoco
| ! En nizim§ i X ni . cgli

Los extractos crudos de cepas de E. coli transformantes que expresan uma actividad
hidrolitica sobre la pared de neumoctoco s ensayaron siguiendo el procedimiento clisico para la
determinacion de la acuvidad amidisica en neumococo (Messer y Tomasz, 19703, pero con

algunas modificaciones.
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En ¢l caso de ia amidasa LYTA, para proceder a su conversibn el extracto celular se
preincubd 2 4°C durante 10 minutos en presencia de coling o andlogos estructurales a una
concentracidn final de 0.1 M o 05 M (Briese y Hakenbeck, [985). Después de esu
preincubacion, 2 mezcla se diluyd con tampén TM hasta una concentracidn final inferior a 0,1
mM, con io que se evita el efecto inhibidor del ligando sobre la actividad hidrolitica de pared al
competir con jos residucs de cofina de las paredes cekdares (aparado 2.3.1.2 de la
Introduccidn). En el caso de las lisozimas CPLI y CPL7 no es necesario el proceso previo de

conversién,

La mezcia de reaccion contiene 200 ui de tampdn, a los que se afaden 10 ul de paredes
celulares de neumococo marcadas radiactivamente (sustrato) y de 5 a 30 ul de a2 dilucidn
adecuada del extracto celular convertide en su caso. La incubacion se realiza a 379C durante 10
minutos, ¥ la reaccidn se detiene mediante la adicibn de | 0 ul de formaldehido af 35% y 10 ul de
seroalbimina bovina al 4%. Las muestras se centrifugan en una microfuga Hettich 2 10.000 x ¢
durante [0 minutos. A 150 ul del sobrenadante de cada muestrs se les afiade 3,5 mil de liquide de
centelieo (Cockeailk-22 Normascint, Scharfau) y se decermina lz radiactividad en un contador de
centelleo liquido LKB Wallac (modelo 1219 Racbeta). Una unidad de actividad enzimatica se
define como la cantidad de enzima que cataliza la solubilizacidn de | ug de pared en 12 minutos

(Haitje y Tomasz, 1976).

8.02.E i o icag

La amidasa LYTA purificada en presencia de colina no requiere conversién para ensayar su
actividad, Para ésta y el resto de las enzimas hidroliticas de pared, la mezcla de reaccidn contiene
200 ul del tampdn apropiado, 10 pl de paredes celulares de neumococo marcadas
radizctivamente y |0 ul de de la dilucidn adecuada de |2 enzima purificada. La incubacién se realiza

como se ha descrito en el apartado 8.1.1.
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Para determinar ¢ tipo de actividad de las enrimas lidicas se siguid of mécodo descrito por
Garciz y cols. {1987). Se digirieron durante 16 horas 200 ub de paredes de neurmotoco
marcadas con colina o lisina con la cantidad apropiada de enzima mis 300 ul de rampbdn TM o
fosfato segin ta enzima. La reaccibn se pard afiadiendo (0 ut de formaidehido al 35% y 10 pl de
seroalbdrmina bovina al 4% y centrifugando 12 muestra en una microfuga Heuich durance 10
minutos 1 10.000 x g. E} sobrenadants se aplicd a unz columna de Sephadex G-75 (1.5 x 50 cm)
aquilibrada er: 0,15 M NaCl y se eluyG con la misma disolucidn. Se recogieron fracciones de 1.5
miy se contd la radiactvidad de 400 pl de cada fraccidn como se describe en el apartado 8.},

8.2k ividag de D-galaciosic

El ensayo de actvidad de B-galactosidasa se llevé a cabo de acuerdo con el procedimiento
descrivo por Miller (1972) utlizando o-nitrofenil-galactdsido (ONPG) como sustrato. Una unidad
de actividad enzimicica se define como la cantidad de enzima que produce un nmoi de o
nitrofeno! por minuto a 28°C.

¥. PURIFICACION DE LAS ENZIMAS LUITICAS DE PARED DE
NEUMOCOCO Y DE SUS BACTERIOFAGOS.

2.1, Purificacién mediante cromatografia de afinidad en Sepharosa-colina

Las enzimas de neumococo y de sus bacteribfagos que hidrolizan la pared celular de esta
bacteria y cuya actividad depende de la presencia de residuos de colina en los icidos teicoicos del
sustrate, se purificaron en un solo paso mediante una cromatografia de afinidad vdlizando

columnas de Sepharosa—colina segin se describe por Briese y Hackenbeck (1985).

Las enzimas se purificaron a partic de los extractos celulares obtenidos de las cepas
transiormantes de E. cof cultivadas hasta fa fase estacionaria de crecimiento (16 horas) en el

medio de cultivo adecuado para cada caso. Los extractos crudos se obtuvieron, después de
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concentrar las células 30 veces en tampdn fosfato, mediante la ruptura de las mismas en una
"French-press”™ (American Instruments Company) 2 una presidn de 7.6 atmosferas y posterior
cencrifugacibn a 4°C y 10.000 x g durante 30 minutos. El sobrenadanze de esta centrifugacion se
aplicd a una columna de Sepharosa-colina preparada segin Briese y Hackenbeck (1985),
equiibrada n tampén fosfato, y el restante proceso de purificacion se reatizd a 49C. Después de
lavar {a columna con 3 vokimenes de tampén fosfato que contenia N2Cl .5 M, la enzima
rerenida por interaccibn especifica con la colina se eluyd con tampdn fosfato que contenfa NaCl
1.5 M y colina 140 mM. Las fracciones en las que se detectd actividad hidrolitica de pared se
diakzaron durante |2 horas frente 3 300 volimenes de tampdn fosfato. La concencracidn de la
proteina purificada se determind mediante espectroscopia de absorcibn (apartado 10) , ¥y s
pureza se analizd mediante electroforesis en geles de pofiacrilamida-SDS (apartado 11). las

engirmas se conservaron a -20°C,

9.2. Purificacién de Ia lisoxima CPLI por cromatografia de penetrabilidad

Para evitar la interaccibn de 4 lisozima CPL) con colina se disefid un procedimiento de
purificacion afternativo prescindiendo de tas columnas de Sepharosa-colina. Los extractos crudos
que contenian esta proteina, una vezr centrifugades, se precipitaron fraccionadamente con
(NH )25Cr a 4°C, E precipitado obtenido en ef rango del 30-50% de saturacidn se disoivid en
un volumen minima de tampén fosfato o TM y se procedid a una cromazcografia de filtracidn en
gel en una columna de Bio-Gel P-60 (100 x 6 cm), equilibrada y elvida con el mismo tampdn de 13
muestra. Se recogieron las fracciones que presentaban 1a mayor actividad y pureza seglin el

andlisis en geles de poliacrilamida-SDS.

9.3, Purificacién de 1a lisoxima CPLY

l-a lispzima CPLY no presenca afinidad por la cofina, por lo que su purificacidn no se puede
realizar en un solo paso mediante una cromatografia en Sepharosi-colinz. Los extractos crudos
de [as cepas de E. coff que expresan estas proteinas se obtuvieron como se indica en el apartado %
y se sometieron a una precipitacidn fraccionada con sulfato amodnico 2 4°C. La fraccidn

sedimentable después de la pracipitacibn con sulfato ambnico al 50% de saturacibn se
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resuspendié en [0 mi de tampdn fosfato 20 miM pH 7,0 y e aplicd a una cofumna (100 x 6 cm)
de cromatografia por fileracién en ge! (Bio-Gel P-60, Bio-Rad). La elucidn se realizd con e misma
tampbn fosfato, y las fracciones en las que se detectd actividad hidrolitics de pared se analizzron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS recogiéndose las que mostraban mayor

puren,

$.4. Purificacion desde geles de poliacrilamida

La purificacidn de proteinas por electroelucion de geles de poliacriamida-SDS se levd a
cabo como sigue: una vez realizada la electroforesis (apartado | 1) se recortd la zona del get en
donde se encontraba la proteina y se introdujo en una bolsa de dillisis (Visking 20/31, Serva) con
tampbn TBE (Tris-borato 89 mM, dcido bbrico 89 mM y EDTA 2 mM, pH 8.0). La boia se
introdyjo en una cubeca de electroforesis horizontal con tampén TBE y se apiic una tensién de
100 voluoy durante | hora, Después e aplicd un puiso 30 segundos con la polaridad invertida
para separar ia proteina del celofin, con 1o que la proteina se recogia finalmente en el tampdn
dentro de |3 boksa.

10. YALORACION DE CONCENTRACIONES DE PROTEINA PURA

La concentracibn de las proteinas puras se valord por espectroscopia de absorcibn. El
conocimiento de la secuencia de la amidasa LYTA y las lisozimas CPLI y CPLT permite cakcular su
coeficiente de extincibn molar en base a la composicibn de fa proteina en aminokcidos
aromiticos segin los datos de €50 2 pH 7 publicados por Fasman (1976): 5.559 M2 cm™2 para
los residuos de wriptdfano, 1 i97 M-1 cm=1 para la tirosing y 0,7 M1 cm~1 para Ia fenilatanina.
Esto conduce a un €450 de 87483 M-1 cm=1 para la amidasa LYTA, 113.322 M1 cm=1 parala
lisozima CPL1 y 62.986 M~1 cm=1 para la lisozima CPL7.
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{1. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
sSDS

Las elecrroforesis analiticas de proteinas se reakzaron en todos los casos en condiciones
desnaturalizantes en presencia de SDS. La técnica empleada fue ta descrita por Laemmii (1970)
utilizands geles de poliacriamida en placa {160 x 100 x 2 mm) entre & 7 ¥ ¢l 15%. Las muestray
se hirvieron previamente durante 5 minutos en presencia del tampdn de rupeura (Tris-HC 62,5
mM, pH 6,8; SDS al 2%; B-mercaptoetanci al 5%; glicerol a! 10% y axul de bromofenol at
0,005%), Las electroforesis se realizaron a temperatura ambiente y corriente constante (50
mA), utiiizando un tampbn que contenia Tris-HC 0,025 ™, giicina 0,192 M ¥ SDS al 0,1%. Las
proteinas de los geles se visualizaron con azul brillante de Coomassie R-250 segin se describe en
Swank y Munkress (1971) o mediante la técnica de rtincidn con placa (Merril ¥ cols,, 1981)
(Amersharn), Las proteinzs empleadas como marcadores de tarnafo molecular se adquiriercn de

fa casa tomercial Bio-Rad,
12. DETERMINACION DE SECUENCIAS N-TERMINALES DE PROTEINAS
L2 secuencia de aminodcidos N-terminal de las distintas proteinas se determind mediante
método de degradacibn de Edman segin se describe en Lopez y cols. (1982). Se ucilizd un

secuenciador automanco modelo 477A (Applied Biosystems).

13. PREFPARACION DE PLASMIDOS

La preparacibn de plismidos a partir de cepas de £. cofi se realizb utilizando el mérodo de
Birnboim y Doly (1979) tal y coma o describen Sambrook y cols. (1989).

{4, MANIPULACION DEL DMNA CON ENZIMAS DE USO COMUN EN
BIOLOGIA MOLECULAR

Las endonucleasas de restriccidn se obtuvieron de Boehringer Mannheim, Amersham,

Pharmacia y New England Biclabs. La fosfatasa alcaling de intesting de ternera se obtuvo de
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Boehringer Mannheim. Amersham suministrd la DINA ligasa y ta polinucledtido quinasa del fago
T4, asi come ef fragmento Kienow de l DNA polimerasa § de E. cofi. Todas las enzimas y sus
ampones carrespondiences se udlizaron siguiendo las indicaciones recomendadas por las casas
suministradoras.

15. ELECTROFORESIS DEL DNA EN GELES DE AGAROSA

Para realizar la electroforesis del DNA se utilizaron geles con 0,7% o §% de agarosa (Bic-
Rad) en tampén TAE {Tris-HC 40 mM, dcido acbtico 20 mM, EDTA 2 mM, pH 8,1}, empleando
el mismo tampdn como electrolito. A las muestras se les afiadid [/5-1/10 de su volumen de una
solucién compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), azul de bromofenal al 0,2 % (piv}, xilenciano al
0,2% y EDTA 40 mM, pH 8.0, La electroforesis se realizé a 100150 V durante 60-90 minutos,
y una vez finalizada los geies se tiferon con bromuro de enidio (5 ug/ml) para su visualizacidn con
radiacién ultravicleta, Como marcador de tamafo se utilizd e DNA del fago lambda digerido con
las enzimas de restriccion Hindil o BstEN (Amersham).

16, AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS FRAGMENTOS DE DNA

Los fragmentos resultantes de la digestion del DNA con las enzimas de restriccidn se

aislaron y purificaron de 3 formas distintas.

16.1. Geles de poliacrilamida

Se utilizaron geles de poliacrilamida no desnaturalizantes a una concentracidn del 4% en
tampon TBE. Se empled como electrolito para §a electroforesis of rampdn TBE. A las muestras
se les afiadid 1/5-1/10 de su volumen de una soluidn compuesta por Ficoll 400 al 30% (p/v), axui
de bromofenol al 0,2% (p/v), xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM, pH 8,0. Una vez terminada la
electroforesis, los geles se diieron con azul da metieno (0,04%) y se recortd la banda de DINA
deseada en cada caso. El DNA se eluyt de la banda de acrilamida como se describe en Sambrook
y cols. (1989),
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16.2. Técnica del Genecliean

Los fragmentos que se desean aislar s& separan mediante una electroforesis en peles de
agarosa. Posteriormente, se recortan las bandas de interés y &l DNA se purifica de a agarosa
mediante su adsorcidn 3 diminutas particulas de vidrio siguiendo la técnica del Geneclean. El kit de
Genecleon se utilizd como recomiendan los fabricantes {Bio 101 Inc., La jolla, CA).

£6.3. Getec . 2zarosa de bajo punto de fusién

Para algunos aislamientos de {ragmentos de DINA se utilizaron geles de agarosa de bajo
punto de fusibn (Bio-Rad) al 1-1 4% en tampén TAE. Una vez realizada 13 electroforesis, se
cortd en cada caso la banda deseada del gel y se resuspendid en tampdn TE (Tris-HCH 10 mM, pH
8.0; EDTA { mM) con NaCl 0,25 M. La agarosa se fundid manteniéndola a 65 ©C durante §
minutos. A continuacion, 1a muesira se tratd con fenol y posteriormente con éter (viv),
incubindola después a 4 ~7C I, L0 1715 minutos con el fin de eliminar los posibles restos de
éste. El DNA se precipitd con dos volumenes y medio de etanol absoluto durante 45 minutos a
=70 ©C, Tras una centrifugacidén a 10.000 x g durante 10 minutos, e precipitado se lavd con

etanok al 70% y finalmente se disolvid en un volumen adecuado de tampdn TE.

17. SECUENCIACION DEL DNA

La secuenciacién dei DNA se realizd segin el método de Sanger y cols. (1977). Para la
reaccidbn de secuenciacibn se utilizé el Sequenase Kit (United States Biochemicals) y como
nucledtido marcado radiactivamente, [a-355]dATP (Amersham), siguiendo las recomendaciones
de los fabricantes. £ cofi TGl fue la cepa vdlizada como huésped para los bacteribfagos
M1 3cgl30 y MI 31zl 31 {Kieny y cols., 1983).

18. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Los oligonucledtidos utifizados para la mutagénesis dirigida, asi como los empleados como

cehadores para la secuenciacidn del DINA, se sintetizaron en un sintetizador de DNA LKB Gene
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Assembler Plus (Pharmacia). Para levar a cabo la mutagénasis dirigida se empled el sisterna de
mutagénesis in vitre de Amersham (método de Sayers y cols., [986), siguiendo el protocoio que
decsllan los fabricantes.

19. TECNICA DE “WESTERN-BLOT"

Las proweinas purificadas y las proteinas de jos extractos crudos, una vexr separadas
mediante elecroforesis en geles de poliacrilamida-SDS, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa {Schieicher and Schueil) segin se describe en Sambrook y cols. (1989). La
membrana se saturb con leche en polvo desnatada ai 5% (p/v) en ampdn PBS (fosfato sbdico 10
mM, pH 7.4; NaCl 140 mM) mediante incubacidn a 4°C durante |2 horas. Posteriormente, se
incub® 4 temperatura amblente con agitacidn suave durante 4 horas en presencia del suero
correspondiente 1 cada proteina (Garcla y cols., 1982). Después de 3 lavados con PBS que
contenia Tween al 0,i% (v/v), de i0 minutos de duracidn cada uwne, la membrana se hizo
reaccionar durante | hora a temperatura ambiente y suave agitacidn con anticuerpos de cabra
anu-tgGs de conejo conjugados con peroxidasa (Jackson Immunoresearch). Finalmente, tras un
lavado con tampdn PBS, las bandas de reaccidn con los anticuerpos se visualizaron con perbxide
de hidrdgeno y 4-cloro- E-naftol (Sigma)

20. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Para 1a observacidn de células de E. cof al microscopio electronico sin proceder a corte
alguno, se centrifugd una alicuota dei cultivo correspondiente y el precipitado se lavd dos veces
con tampon acetato amdnico 0,1 M, pH 7. Después, el precipitado celular se resuzpendid en el
mismo tampdn y se observd directamente en un microscopio electrénico Phillips EM 300.

21. PREDICCION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA
La prediccion de estructura secundarix de fa enzima CPL{ sa flevd a cabo por tres

procedimientos disdntos: El métoda de Chou y Fasman (1978} se siguid con fas modificaciones
de Gavilanes y cols, {1984). La prediccibn de estructura segln Garnier y cols. (1978} se realizd
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CON & progiena rive oy contenido en las yriidades DNAscar. Por {fitimo, se procedd a
realizar la prediccidn segin el méctode de Lim (1974). Con el objeto de obtener una posible
BSUrUCtura CONSENso se siguieron las siguientes reglas: a) los giros B predichos por Chou y Fasman
tienen fa mayor prioridad; b) la estructura de un residuo predicha por dos o mis métodos se
considera definitiva en la estrucrura consenso; ¢) cuando existe mayor discrepancia, las
estructuras a-hélice y estructura B tienen mayor prioridad que la ordenacidn aperiddica; d) se
descartan las estructuras en a-hélice y en estructura 3 que contengan menos de cinco o cuatro

residuos respectivamente,

12 DICROISMO CIRCULAR

Los espectros de dicroismo circular se registraron en un dicrografo Roussell-jouan il Parz
espectros en la regidn del ultravioleta cercano (320-240 nm) se wtlizaron cubetas de un pase
bptico de | cm, y el instrumento operd a una sensibilidad de 10-% cA/mm. Para espectros en el
sftravioleta lejano (240-200 nmj las cubetas eran de 0.5-1 mm de paso Optico, y la sensibilidad se
ajustd a2 x1076  aA/mm, La elipticidad media por residuo, [@], se cakuld con la relacidn
[8]=3300 x (A -Ag) x ¢=1 x d-1+ donde {A-Ag) es la diferencia de absorcidn dicroica, ces a
concentracién media de residuo {para espectros en la region del uleravicleta lejano) o de proceina

(para el uttravioleta cercano), y d corresponde al pasc optico de la cubeta, expresado en cm.

Lbs cilculos de estructura secundaria a partir de los datos de dicroismo circular se levaron
a cabo de acuerde con los parametros de Chang y cols. (I978) o Bolotna y cols. (1980)
mediante el programa CDPROT desarrollado por Menéndez-Arias y cols. {1 988). El peso medio

utiizado por residuo fue de 116,

23. VALORACION DE CISTEINAS LIBRES Y BLOQUEO CON IAA

La valoracibn de grupos sulfidrilo libres se realizé siguiendo el mécodo de Ellman (1959)
usando icido 5,5°-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB) y midiendo fa absorbancia a 412 nm del
DTNB reducido (£47,=13.600 M~1 cm~1). La reaccibn de valoracibn se llevd a cabo en
tampdn Tris 0,1 M pH 8,0 conteniendo EDTA 10 mM y SDS al 2% en su caso. La reaccidn de
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biogueo de fos grupos SH libres se ffevd a cabo en tampdn Tris 66 mM, pH 8,0 . conteniendo
SOS o 1.5 % y EDTA 7 mM durante 30 minutos en ausencia de luz.

4. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Los experimentos de espectroscopia de flugrescencia se flevaron 2 cabo en un
espectrofiyorimetro Shimadzu RF-540 z una temperatura constante de 25°C. Se utilizaron
cubetas de | ¢m X i ¢, Las concentraciones de proteina tenian una absorbancia menor de 0,05

para minimizar el efecto de filtro interno.

15. EXPERIMENTOS DE CALORIMETRIA

25.1. Calorimetria diferendial de barrido

Las medidas de calorimetria diferenciai de barrido se llevaron a cabo en un calorimetro
MicroCal MC-2 (MicroCal Inc., Northampron, MA), utilizando el programa DA-1 parz fa
adquisicidn y analisis de datos. La concentracion de fisazima CPLI utilizada en los experimentos
fue de | mg/ml, y ia velocidad de calentamiento fue de 0.5 K/min mientras no se indique ko
contrario. El tampén fue fosfato 20 mM, a pH 7,0 mientras no se indique o contrario. La
distorsion de la funcidn de capacidad calorifica debida al dempo de respuesta del aparato se
corrigid mediante ¢l método descrico por Lopez-Mayorga y Freire (1987). Las variaciones en fa
capacidad calorifica de las muestras se registraron desde 259C a 80%C a una presibn de dos
acmosferas. Las lineas de base se realizaron, en todos los casos, con el tampdn de didlisis y en fas

mismas condiciones experimentales.

25.2, Calotimetria de reaccidén

Los estudios de calorimewria isoterma en flujo se realizaron en un microcalorimetro de
flujo LKB {070G-1 a 25°C. La sefal calpnmétrica fue amplificada por medio de un
microvoltimetro Keithley § 508 y el calorimesro se calibrb eléctrica y quimicamente siguiendo el

procedimiento descrito por Wadso (1968). Los experimentos de valoracidn se realizarcn en
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wmpbn fosfate 20 mM pH 7.0 y la velocidad de flujo fue de B mi/hora. Los resultados
experimencales fueron analizados mediante el uso de la ecuacidon

HoH = Ky/([LjoHpax) + 1/0Hgay
donde [L} es la concentracion de ligando, oM es [a entalpia medida 2 esa concentracibn de
ligando, oHp ., 5 (3 variacidn de entalpia medida a saturacién de ligando ¥ K, es la constante de
disociacidn. La ecuacién mencionada estd desarrollada en base 2 un (nico tipo de sitios de unién
ded ligando.



53

1 RESULTADOS



54
RESULTADOS

I. NUEVO METODO DE PURIFICACION DE LAS cncimAs LITICAS DE
NEUMOCOCO Y SUS BACTERIOFAGOS DEPENDIENTES DE COLINA

I.1. Estudio de la conversicn de la amidasa LYTA con andiogos de colina

Como se ha comentada en la Introduccién (apartado 2.3.), tanto la lisozima CPLI como la
autolising mayoritariz de neumococe {amidasa LYTA) dependen de la presencia de colina en los
icidos teicoicos de la pared para lkevar a cabo su actividad enzimitica. Las regiones C.terminales
de astas dos proteinas estin presumiblemente implicadas en 13 interaccidn con los residuos de
colina (Garcia y cols,, 1988) y son muy similares en cuanto 2 su secuencia de aminoécidos, por lo
que 3 de suponer que las caracterizticas de i3 interaccibn con coiina seah muy parecidas en
ambas enzimas. Sin embargo, el estudio de la interaccidn de anilogos estructurales de la molécula
de colina con la armidasa LYTA puede verse facilitado si, a tal fin, se udiliza el efecto de conversidn
(o activacién) de la forma E de esta enzima por colina (apartado 2.3.1.1 de la Introduccibn),
pUeSTO que e eraris Ae inreratriln de e510% COMPURSTOS LoD la armdasa se puede relationar ton
el mayor o menor grado de conversion de la enzima. De este modo, con un sencillo ensayo de
actividad enzirmitica in vitro pueden estudiarse smultineamente un gran nimero de Compuestos.
Como se ha expuesto mas amiba, dada la similitud exiszente entre las regiones C-rerminales de [a
amidasa y de fa lisomma CPLY cabe suponer que i0s reswitados obtenidos con la primera pueden
constituir una buena aproximacién al estudio del efecto de ios mismos compuestos sobre fa

Lemzirma CPLI

La molécula de colina consiste en un dtomo de nitrdgeno sustitwido por tres grupos menle
y un grupo etanol, por lo que el dtomo de nicrbgeno poses una targa positiva permanente.
Teniendo en cuenta estas caraceeristicas se eligieron para este estudio los andlogos estructurales
de colina que se muestran ea la tabla 2. En eflos se ha variado el nimero y el volumen de los
sustituyentes del nitrdgenc ¥ se ha mantenido, sustituido © Suprimido ¢l grupo OH de

molécula.

El ensayo de conversidn se realizd como se describe en Materiales y Métodos con extractos

de E. coli RB791 [pGL100] (Garcia ¥ cols., 1987). La conversién se lievd a cabe preincubando a
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42C los extractos con concencraciones de 0,1 6 0,5 M dei andiogo correspondients y diiuyendo
después la mezcla con objeto de que el andlogo no pudiera inhibir 1 actividad enzimérica de la
amidasa convertide. Los resuitados de estos experimentos se muestran en fa wbla 2. (a
caracterisrica mis relevante es el hecho de que un gran nimero de andlogos era capaz de convertic
3 ke amidass LYTA: entre elios se encontraba ki dietiletanolamina (DEAE} (compuesto [),
componente del intercambiador amibnico DEAE-celulosa. Para comprobar si el DEAE pudiera
tener un efecto inhibitoric sobee ta actividad in vive de la amidasa LYTA similar &l provocado por
aitas concentraciones de colina en los medios de cultivo de 5. pneumonice {apartadd 1.3.1.2) se
incub& esta bacteria en presencia de 0,0 M de DEAE, observindose una inhibicibn de la
separacion de las células hijas y una consecuente formacidn de cadenas (figura 7) sin que se viera
que afectara a la velocidad de multiplicacibn del cultivo, Ademis, en estas condiciones, no se
observd lisis i en la fase estacionaria de crecimiento ni inducida por detergentes. En definitiva, se
reprodujeron las anomalias provocadas por un excese de colina en los medios de cultivo de

neumococe({Haltje y Tomasz, 1975a; Giudicelli y Tomasz, 1984a, b; Briese y Hakenbeck, | 985}

1.2, Purificacién en un solo pasc de las enzimas dependientes de colina

mediante columnas de DEAE-celulosa

[N ificaci I YTA rrogene )

Puesto que 13 dietilecanolamina es capar de interaccionar especificamente con s amidasa
LYTA c£3bia la posibilidad de que 'z DEAE unida 2 la celulosa pudiera actuar come un ligando de
adsorcibn especifico de esta proteina, De este modo se podria conseguir 1a purificacibn de 12
enzima mediante cromatografia de afinidad en columnas de DEAE-celulosa, evitando asi el uso de
125 columnas de Sepharusa-colina (Briese y Hackenbeck, |985) cuyas desventajas mis acusadas
son su dificll regeneracion y su alto coste. Para comprobar este punto, un extracto de 100 mi de
un cukivo de E. coli RB791 {pGLI00] inducida con lactosa (Garcia ¥ cols., 1987) se cargd en uma
columna de DEAE.celulosa previamente equilibrada en tampdn Tris-maleato 50mM, pH 6.5
(volumen del lecho: 10 mi), La columna se favd exhaustivamente con el mismo ampdn

incrementéndose (a fuerza idnica hasta una concentracidn de 1.5 M en NaCl.
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TABLA 1. Anklogos de colina comao activadores de la amidasa LYTA de neumaococas.

Esquerna

|
Rz—N+~R3
I

=
Conversiona

Compuesto R,y R, Ry Ry .M 0,5M
(A -CH,CH,0H -CHy -CH, -CHy + +
(B) -CH,CH,OH -CH, -CH4 H + +
< -CH,CH,OH -CH4 -H H - -
) -CH,CHLOH H H H
iE) -CiH,CHLOH -CHgPhb -CH3 -CHjy + +
(F -CH,CH,OCOPR  -CH, -CH, -CH; + +
(G) -CH,CH,$H «CH, -CHy -H + +
O] CH,CH,CH0H “CHy CHy + +
0y -CH,CH,OH -CH,CH, CH,CH, H + +
1)) «CHyCH,OH  -CH,CH,OH  -CH,CH,0H H - +
{K) CH, CH, -CH3 -CH; + +
i -CH, -CH, “CHy . +
M} -CH; -CHj H
(N) -CH,CH, -CH,CH, ~CH,CH,y -H + +
) “CHoCHy -CH, CH- -H
P) -CHZCH,CH; H H - -

2 Concencracibn del compuesto utilizada en el experimento de conversidn.

b Ph: grupo fenilo.




RESULTADCS

57
- =
<. - iid
N
»
]
Vo
% ‘\

FIGURA 7. Efecto del DEAE sobre la morfologia celular de neurnococo.

5. pneumonige fue cultivado en medio CpH 8 que contenia DEAE al 2%, En 13 mitad de Iz fase
logariemica de crecimiento se retirt una muestra y se forografio (x $40).
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No se detectd en el eluido actividad litica apreciable sobre paredes de neumcccco, lo que
indicaba que la enzima seguia retenida en la columna interaccionando especificamente con los
residuos de DEAE. Se wataria entonces de un caso similar a Ya purificacibn por Sepharosa—colina,
donde la proteina sdlo puede eluirse tras la adicidn de colina libre al tampédn de lavado. Cuando se
pasd por la columna tampén Tris-maleato que contenia NaCl |,5 M y coling al 2% se recuperé
en el eluido toda la actvidad litica del extracto inicial. €l anilisis de las fracciones del eluide
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SD3% mostrd 12 presencia de una Unica banda
<uyo peso molecular correspondia al de 1a amidasa LYTA (figura 8).

L2.2. Purificacion g in tidrol

Aprovechando la dependencia de colina que, de modo similar a la amidasa LYTA, presenza
1a lisozima CPLI para su actividad enzimatica, se procedié a comprobar la validez del método de
1a DEAE-celulosz como soporte de afinidad en el proceso de purificacibn de esta proteinz. Asi,
un extracto de un cultivo de E. coli HBIOI [pCIPSG] (Garcia y cols., 1987) fue cargado en una
columna de DEAE-celulosa en las mismas condiciones que en el apartado anterior, observindose
de nuevo que virtualmente toda la actividad enzimitica se retenia en fa columna eluyéndose
especificamente con colina. De igual modo el anilisis en geles de poliacrilamida-5DS indicé fa

purificacién de Iz lisczima CPL1 a homogeneidad electroforética (figura 9).

Este nuevo método de purificacidn en un solo pasc se empled también con éxito en el caso
de la amidasa HBL (Romero y cois., 1990a), i glucosaminidasa de neumococo y las enzimas

liticas LYTA101, EJL, CLA, LCA y CL7 (Diaz. 1991
1.2 irmizacin de | ndiciones de purificacién
La interaccidn de las proteinas recenidas en la resina de DEAE.celulosa con los residuos de

dietiletanolamina no se ve afectada por el pH de ia columna, puesto que cambios moderados en

ef mismo (5-1 1) no provocaron la elucibn de fas proteinas.
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FIGURA 8. Purificacion de Ja amidasa LYTA en DEAE-celulosa.

Galle A, amidasa LYTA purificada por DEAE-celulosa; gglie B, extracto total obtenido de E ¢oli

gg‘;‘?l [pGLlI 00}; calle C, patrones de peso motecular, El gel de electroforesis de poliacritamida-
era del 1 5%,
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FIGURA 9. Purificacion de |a lisozima CPLI en DEAE-celulosa.

Calle A: Extracto de un cuitive de E. coff [pCIP100] inducido con lactosa 2%; Calie B; Lisozima
CPL1 purificada por cromatografia de afinidad en DEAE-ceiulosa; Calle - Lisozima CPLI
purificada por cromatograffa de penetrabilidad en Bio-Gel P-60; Calle D; Marcadores de peso
molecular. Los pesos moleculares se indican en kilodalton. El gel de electroforesis de
poliacrifamida-$D5 era del 15%.
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Sin embargo, cuando se elevd el pH 2 mis de 12 se¢ consiguid la recuperacidn de las
proteinas, si bien desnaturalizadas. Este mismo resuitado se obtuvo cuando la columma se lave
con una disolucion de SDS al 2%. Por otre lado, compuestos andlogos de colina que no son
capaces de convertir la amidasa LYTA como la N-metilecanolamina resuitaron ineficaces a fa hora

da eiuir la proceina de la columna,

£l rampdn empleado en el procedimiento sefalado en ei apartado ancerior era Tris-
maleato. Sin embargo 1 utlizacion de este ampdn presentaba ciertos problemas puesto que su
pH variaba con li cemperatirs y presentzba un espectro de absorcidn en i region del
ultraviclera, jo que provoci interferencias cuando se pretende estudiar una proteini mediante
thcnicas de espectroscopla de absorcibn o de dicroismo circular. Por tanto se propuso utiizar
tampdn fosfate 20 mM, pH 7.9 en rodas las disoluciones de equilibrade y lvade de la columna
porque este tampbn no presenta los problemas mencionados, observindose que la eficaciy del

proceso con el npevo ampbn no variaba apreciablamente.

La presencia de afta fuerza ibnica n los tampones de lavado y elucién (1,5 M de NaCl) no
provocd efecto alguno sobre la actividad enzimitica de las proteinas que se purificaron por este
métode. Sin embargo, con objeto de comprobar cdmo funcionarfa ef procedimiento de
purificacion en ef caso de yna proteina cuya estabilidad fuera sensible 2 alta fuerza ibnica, se
procedid a purificar ia lisozima CPLI lavande la resina con el tampdn fosfate conteniendo 0.5 M
de Mall, lo que supone una condicion mencs dristica que [z anterior y por amo un miyor
uempo de lavado, 2 la vez que un riesge de menor purificacidn de la muestra. Una vez que la
cofumna escaba lavada, se pasd tampOn fosfate sin MaCl y mas rarde la proteina se eluyd con
tampdn fosfatc mds 2% de colindg  en ausencia de NaCi. De nuzvo, la proteina se purificd a
homogeneidad electroforética. kv que demuestra que no es imprescindible 12 presencia de alta
fuerza ibnica para conseguir su elucion de la columna, sino que tan sdlo el ligando libre puede
competir con log residuos de DEAE de fa resina. Puesto que se observd gue existen tiertas
sustancias que absorben en 1a region del ultravicleta cuya elucién de la columna a alaa fuerz:
ibnica s muy fenta, el procedimiento de lavado con tampdn de baja fuerza ibnica tras el paso de
campdn de aicz fuerra ibnica (0,5 & 1,5 M) presenta la ventaja afadida de impedir fa elucion de

dichas sustancias con la proteina, s cuales quedarfan retenidas en el soporte,
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124, Uso & . .

Todos ios datos que se han presentade hasta el momento se han obtenido utilizando la
resina fibrosa de DEAE-celulosa, pero se ha podidc comprobar que la DEAE-<celulosa
microgranular es igual de efectiva. Asimismo, tanto el dextrano (DEAE-Sephadex) como
acrilamida (DEAE-Biogel) dieron resultados similares en cuanto a k eficacia del procedimiento.
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1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LISOZIMA CODIFICADA FOR
EL BACTERIOFAGO Cp-| (LISOZIMA CPL))

1.1. Construccién de un vactor que hiperexpresa la fisoxima CPLI

Para reaiizar un estudio estructural exhaustivg de una enzima se requiere un sisterna de alea
produccién de la proteina en cuestion, El plismida pCIP5Q. uddiizado hasta ¢! momento para ia
obtencibn de lisczima CPLI, no era & idbneo para la produccién de la suficiente cantidad de
proteina porque ef gen cpif se expresa en este plismido bajo el control de un promotor débil
{Gardia y cols., 1987) (figura 10), por io que se propuso la clonacion del gen cpll en ¢l vecror
PINIL-{lppP-5)-A3, det que se ha descrito su capacidad para la produccién de grandes cantidades
de proteina (Incuye ¢ Inouye, 1985). Este vector contiene dos promotores muy fuertes en
tindem, el de ia lipoproteina y ei del operén de la lactosa, seguidos de un sitio de unidn al
ribosoma y una secuencia de clonacion miltipie (figura 10). Por otry parte, aste veCtor expresa

de forma constitutiva ol gen kod que codifica para el represor del promotor ke,

La construccidn de un plismido que hiperexpresarz el gen cpif se llevd a cabo como se
indica en [a figura 10. £i plismidc pCIPS50 fue digerido parciaimente con fa enzima Drol y
posteriormente religado para {ormar e plismido pDRA3. De este plismido se obtuvo, tras una
digestidn con la enzima SoulAl, un frapmento que contenia el pen cpll, que fue insertado
entonces en el sitio BomHl del vector pININ-(ppP-5)-A3. La mezcla de ligacibn se usd para
eransformar células compertentes de £. cofi RB791. Los clones recombinantes se seleccionaron en
base a su resistencia a ampicilina y & i@ actvidad Ndcy mostrada por extraccos de cultivos de estos
clones sobre paredes de neumocaca. De uno de fos clones que poseian mayor actividad se aiskd
&l plismido pCIP 100 (figura 10). Ei sitio de clonacidn miltiple del vector estd situado en el inicio
del gen de iz lipoproteina, por o que ia clonacion de fragmentos en este lugar da origen a la
formacidn de secuencias de fusidn con dicho gen . Sin embarge ia estrategia de clonacion del gen
cpi en el sitic BomH) esch disefada de ta) mode que si bien se cred un marco de lectura abierss
originads por 1a fusidn del fragmento SaulAl con el gen de ks lipoproteina, este marco se cierma
antes del inimo del gen cpll. De todos modos, con ef objero de comprobar que no se estaba

expresando und proteina de fusidn se determind la secuencia amins-terminal de la fisozima CPLI
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FIGURA 10. Construccién del plismido pCIF | 00.

Sitios de restriccion: B, BemHl; D, Dral; E, EcoRI; H, Hindlll; 5, Seu3Ai; X, Xbol. Ei asterisco (#)
significa que existen mis sitios de restriccibn de esa clase de los que se indican. Se muestra la
secuencia de fusibn del fragmento SaudAl-BemHl det plismido pPDRAJ con el plasmido piNii-A3
y ef marco de lectura abierto anterior al gen cpll. Otras abreviawras: RBS, sitio de unibn al
ribosoma; LMT, aislamiento de DNA en geles de agarosa de bajo punto de fusion; bpP-5,
promotar modificado de L lipoproteina; kecPQ, promaotor del aperdn de la lactosa.
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purificada a partir de extractos de £ col RB791 [pCiP100], obtenibndose G secuancla Va-lys-
Lys-Asn-Asp-Leu-Phe-¥al que coincide con fa predicha en base a la secuencia de nucledddos del
gen cpll ton fa #xcepcidn de fa metionina inictaf (Gareia y cols., [9886).

2.2. Condiciones dptimas de produccién de 1a lisoxima CPLJ

Como ya se ha ditho en el apartado anterior, la expresibn del gen de I3 lisozima CPLI esdd
regulada en ¢ plismido pCIP| 0D por el promotor del opertn de la lactosa. Dado que of gen lod
s& expresa en este piismido de forma constitutiva, se necesita la presencia de un inductor como
13 lactosa en el medio de cultivo para conseguir la produccion de altas cantidades de lisozima. Las
condiciones bprimas de produccidn de la lisozima CPLI se obtuvieron incubando E. coli RB7S!
[pCIP100] en medic LB suplementado con 2% de lactosa durance 16 horas con agitacién a 37°C.
En 2 figura 9 se muestra un andlisis &n gel de poliacrilamida-SDS de un extracto de un cultivo
inducido con lactose incubado come se ha indicado, pudiendo observarse la grin productibn de
proteina. Cor este procedimiento se consiguieron rendimientos en tornc a 35 mg de lisozima
CPLI pura por litro de cultivo. Sin embargo, ciertos prodlemas de estabilidad con la cepa RB791
nos indujo 2 transfarmar la cepa DHI con el plismido pCIP100. Bl aueve clon, capaz asimismo
de asimilar laczosa, permitid fa obtencién de cantidades de proteina similares a fas obtenidas en la

cepa RB791 pero demoserd ser mas estable en cuanto a la producddn de proteina.
1.3, Algunos datos bioquimicos de la lisozima CPLI

Enla figura 11 se muesira el efecto del pM, la fuerza ibnica ¥ la presencia de ¢olina sabre la
actividad livica de la lisozima CPL1 sobre paredes aisladas de neumococo. Pudo comprobarse que
¢l pH de rmdxima actividad para la enzima estaba situado en 5.0 , en desacuerdo con el pH de 6.0
previamente publicado (Garcia y cols., 1 987) debido probablemente 2 que el emplec de umpbn
fosfato en este dltmo trabajo a pH 5.0 no es correcto. Por su parte, una concentracion de
NaCi de 250 mb en el ensayo provocaba una inhibicidn del 50% en la actividad enzimitica. y ésta
resultaby completamente inhibidz 3 500 mM. Por dtime pudo comprobarse cdme lx tolina libre
era capaz de inhibir completamente la actividad en concentraciones de 10 mM o superiores.

Como se ha descrito previamente (Garcia y cols., 1987), esta inhibicidn es de caricter no
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FIGURA 11. Caracteristicas bioquimicas de I lisozima CPLI.
Variacién de 1 actividad enzimitica con: A) pH; B) fuerza ibnica; C) colina. Los datos de actividad
s& dan en porcentaje con respecto al miximo.
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toOmpetitive y puede ser debida a que el ligando interfiere en 13 interaccidn de la ksozima CPLI
tion los residucs de colina de ios dcidos teicoicos de la pared de neumococo.

2.4. Andlisis sstructural de la lisozima CPL

240 Estud —

Los espectros de dicrolsmo circular de la lisozima CPL] se muestran en la figura 12. B
espectro registrada en fa regibn del ultravioleta iejanc (240-200 nm) 3 pH 7.0 (figura [1A)
muestrs un minimo a 230 nm y orro a 210 nm, con un hombro a 217 nm. Utifizando e programa
CDPROT desarrollado por Menéndez Arias y cols. {1988) se dedujo que la estructura secundaria
de la proteina estaria compiuesta de un 19% en a-hélice, 32% de limina B, 28% de gros B y
21% de ordenacin aperibdica segin los parimetros de Chang y cols. (1978) suponiendo uma
media de 10 residucs por hélice. De acuerdo con los parimetros de Bolotina y cols. (1980) se
obtuvo una composicion similar con un 19% de a-hélice, 35% de limina B, 32% de giros B y
i4% de ordenacidn aperiddica. Los ajustes no son todo lo buenos que cabria esperar (figura 1 3)
debido fundamentalmente a la forma inusual del espectro en la regidn de 220-235 nm. la cual
podria explicarse por fa contribucibn de aminokcidos aromiticos en esta rona del espectro
{Brahms y Brabms, 1980). Por otro lado, el espectro registrado en la regibn del ultravioleta
cercane {320-240 nm) (figura 128) muestra una banda de elipticidad positiva a 260 nm ¥ otra de
elipticidad negativa centrada 3 295 nm,

244t Ef i n I digroisme girgut

E! espectro de la lisozima CPLI muescra cambios minimos cuando se increments la fuerza
ibnica hasta 1 M en NaCl a pH 7.0 (figura 12). La adicidn de sal cambia las bandas de 210 y 217
am por una centrada a 209 nm. Por lo tanto, la inhibicibn de la actividad enzimitica que se
observa a aha fuerza ibnica (figura 1) debe axplicarse en base a 1a interaccidn de los iones con
residuos cargados que son importantes para ka catdlisis mis que en funcidn de posibles cambios en
12 estructura secundaria. Por otro lado, cuando se varid el pH se obsarvaron minimos cambios en

los espectros en l3 regibn del vitravioleta iejano en el rango comprendido entre 6 ¥ 10 (figura
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FIGURA 11, Especiros de dicrolsmo circular de [a lisozima CPLI.
Panel A: Regibn del ultravioleta lejano (0,125 mg/mi), Panel B; Region def uitravioletd préximo
(1.5 mg/mh). ¢ ). Espectro registrado en wampdn fosfato 20 mM pH 7.0: (===}, en
tampdn fosfato mis | M NaCe, (~---), en tampén fosfato mis |0 mM colina; (-- - -=), en

tampbn fosfato mis 10 mM colina més 0.5 M NaCl.
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FIGURA 13, Cliculo de i estructura secundaria de la lisozima CPLI por el programa
CDPROT.

Panel A; Espectro registrado a una concentracion de 0,125 mg/mi en tampdn Tosfato 20 mM pH
7.0: Pynei B en tampon fosfato conteniendo {0 mM cofina. Los circulos indican (as efipticidades.

alculadas a cada longitud de onda por el programa de ajuste segiin los parimeures de Bolotina y
cols. (1960)
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FIGURA 4. Efecto del pH en el espectro de dicroismo circular de la lisozima CPLI en ¢l

ultravioleta tejano.
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14). A pH 12 se observd un incremento de b contribucién de estructurs aperibdica hasta
alcanzar un 50%, lo gque podria indicar una desnaturalizacidn parcial de fa proteina. Este hecho
esnrhdeacuerdaconum&isﬁcaWdehsimemidadesdelnbmdudelﬁOyl?Snm
en los espectros en e ultrgviclets prdximo & este pH que indican una pérdida de estructura
terciaria. A pH menor de 5.5, la proceina precipitd a las concantraciones empleadas y no se
pudieron obtener datos en estas condiciones.

4 j i lisozim, {

La prediccidn de estructura secundaria de la lisozima CPLI se muestra en la figura 15. Se
eligieron para este fin los tres mécodos mis utlizados en la literatura como son ef de Chou y
Fasman (1978), Lim (1974} y Garnier ¥ cols. (1978). Aunque i combinacidn de métodos de
prediccidn no mejora necesariamente el grado de cerudumbre de ésta (Nishikawa y Ool, |1986),
s& Obtuve UNe eSIrUCTUra secundaria consenso a parti de los res mitodos citados en favor de
una mayor simplicidad en {3 presentacién de fos resultados, usindose para elio una serie de regias
sencillas y jogicas como sz describe en el apartado 21 de Materiales y Métodos. La estructura
final, producto de la combinagibn sefialada, tiene una composicibn de un 15% de a-hélice, 31%
de limina B, un 32% de giros B y un 12% de astructura aperibdica, Jo que se ajustaria al resultado
del anilisis de o5 espectros de dicroismo circular en fa regidn del ultravioieta lejano (apartado
2.4.1).

En cuanto ¥ andlisis de Ja estructura consenso, puede observarse que la regibn C-rerminal
de [a proteiny tiene un akto porcentaje de probables giros B y ordenacibn aperiddica, mientras
que ia regibn N-terminal tendria un mayor contenide en conformacién de a-hélice y estructura
B.Un purts gue ey que considerar es el hecho de que las seis subsecuencias repetidas Pl 3 P4
que componen la regibn C-termina) de la proteina (Garcia y cols., 1988} no mostrarian el mismpd
patrén repetido de estructury secundcaria, sino que iz estructura giobal de esty zona consistirfa en

ia presencia de dos mbdulos limina-giro-hélice conectados por cinco estructuras girc-limina.
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FIGURA 5. Prediccidn de |2 estructura secundaria de la lisozima CPLI.

C.F., prediccién de acuerdo con &f método de Chou y Fasman (1978); G.R., prediccion de
acuerdo con el método de Garnier y cols. (1978); L., prediccidn segin ¢l método de Lim (1974);
.. estrucrura tonsenso, Los diferentes tipos de esoructura secundarsia se abrevian como sigue!
H, a-hélice; E, conformacién 8 o extendida; T, giros B; C, ordenacion aperibdica.
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El etpeciro de fluorescencia de 'a lisozima CPL! con excitacidn 2 295 nen s& muestra en la
figura { 6. Puede observarse un miximo situado a 335 nm, fo que indica un desplazamiento al izl
coft respecte @ los espectros del triptdfane en disoluciones acuosas. Esto se explicaria
suponiendo que los residuos de tripcbfano se encontraran resguardadas en cierto grado del
disolvente. Con objeto de estudiar ef entorno de los aminoicidos aromiticos de a proteina, ¥
mis concretamente de los residuos de triptdfano, se procedid a registrar los espectros de
fluorescencia obteridos por excitacibn a 195 nm en presencia de agentes extintores de
fluorescencia. Tres de estos agentes, ef idn [~ (cargade negativamente], el idn Cs* (positivo) v fa
acrilamida (newtro) fueron elegidos para llevar a cabo estos estudios. Se midid fa disminucion de
fluorescencia a 334 nm y se construyeron los diagramas correspondientes de Stern-Volmer
{figura 17},

El diagrama cormespondiente a la accibn de 1a acrilamida se representa en la figura 17A. €l
proceso de extincibn se ajusta bien a la ley de Stern-Volmer, obteniéndose una constante de
exdncidn colisional Kgy= 12 M~V (1abla 3) que no resulta afectada por 12 adicidn de colina 20
mM {Kgy= 11,5 M~2), El ajuste no resulta tan bueno en ef anilisis de extincidn por idn yoduro
(figura 178} puesto que la grifica aparece aigo curvada hacia abajo. Ajustando la parte iniciai de la
grifica segim [a ley de Stern-Volmer, se obuendria una constante Kgy de 1,0 M™1 que indica una
baja eficiencia en el proceso de extincidn tal vez explicable por la posible presencia de cargas
negativas cercanas a los fluoréfores o por la diferente accesibilidad de £stos al agente exdintor
{Lekrer, |57} Eftink y Ghiron, 1981). Los experirmnentos de extincibn por ibn cesio {figura 170}
muestran yna grafica mucho mis curvada, indicande tal vez un proceso de extincidn preferencial
debido a la acumulacibn de Cs* cerca de jos residuos de triptdfano, aungue la baja eficiencla de
este ibn como agente extintor unido a la posible diferencia de accesibilidad de los triptdfanos en

este caso pueden complicar la expiicacion de la curva (Eftink y Ghiron, 1981).
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FIGURA, 16. Espectro de fluorescencia intrinseca de la lisozima CPLI.

Una disolucidn de 20 ug/mi de lisozima CPLI en tampdn fosfato 20 mM pH 7,0 se sometid 2
excitacién por radiacidn a una longitud de onda de 295 nm.( ), &n ausencia de coling;(----),
en presencia de colina 20 mM.
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FEGURA 17. Diagramas de Scern-Yolmer de apagamiento de fluorescencia de la lisozima CPLI.
Extincidn de fluorescencia 3 334 nm por: A, acrilamida; 8, ibn yoduro; C. idn cesio. F_,
fluorescencia en ausencia de agente extintor; F, fluorescencia en presencia del agente extintor.
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TABLA 1, Constantss de apagamiento de la fluorsscendia intrinseca de la lisozima

CPLI
Agente extintor Kgy (M-1)a
Acritarmida 12,0
Yoduro (1) 1.00
Cesio (Cs*) 2,1®

a2 Constante de quenching dindmico de la ecuacion de Stern-Volmer Fo/F = | + Kg,]Q] donde [Q]
es 13 contentracion de agente extngor.

P Calcuiada a partir de la parte inicial de la curva.
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4,V i i ligogin:

La lisozima CPL1 posee tres cisteinas en su secuencia de aminodddos (Garcla y ¢ofs,,
1988) Para averiguar si dos de elias se encontraban formando un puente disulfurc se procedid 2
1a valoracion de grupos SH libres siguiendo el procedimiento de Ellman (1 959) utiizando DTNB y
midiendo la absorbancia a3 412 nm producida por &l DTNB reducide. Pudo observarse que
miencras la proteina no sstaba desnacuralizada se obtenia un resultado de 1,7 cisteinas libres por
molécuta de proteina, ko que era incongruente pues se esperaba obtener un valor
correspondience a | & 3. Sin embargo, b adicibn de SDS en ¢l ensayo provoca el desplegamiento
de [a proteina y un aumento en |2 absorbancia 3 412 nm hasta un valor final que indica 13 presencia
de 3.0 grupos SH libres por moléaua de proceina.

2.5, Localizacién subcelular de la lisozima CPL) en Escherichic coll

Cuando Ja amidasa LYTA de S. pneumonioe se sintetiza en E. coii, la mayoria se jocaliza en la
periferiz celular, bien en forma soluble (| 5%) o asociada mediante Interacciones débiles a la cara
periplismica de la membrana interna de la célufa (65%) (Diaz y cols., [989). Para estudiar la
localizacion de la fisozima CPLI en el mismo sistema se procedid al fraccionamiento subcelular
por choque osmbtico (Nossal y Heppel, 1966) y por formacitn de esferoplastos (Beacham,
1979} de las céiuias de E. coli HB 101 {pCIP50] (Garcla y cols., 1987}, como sa describe en el
apartade & de Materiales y Métodos. Los resultados de estos experimentos se muestran en la
bz 4 El fraccionamiento por choque osmdtico muestra que aproximadamente un 3% de (2
lisozima CPLI se encuentra en la fraccibn periplismica {fraccibn de sacarosa mis la fraccidn de
H2O) aungue el marcador periplismico (B-lactamasa) se encuentra en esta fncci'én en un 90%.
Sin embargo, ia formackn de esferoplastos sblo permitid ia liberacién de la Uisozima CPLY en b
fraccibn peripiismica de un 10%. Siguiendo el misme razonamiento que en el caso de la
‘ocalizacion de la amidasa LYTA (Diaz y cols., 1989) podria concluirse que, aunque la lisozima
CPL1 astuviera mayoritariamente asociada a ta envolwura celular de £, cofl HBIO1 (60%), sblo un
10% se localizaris en el periplasma, sncontrindose ef resto asociado a la membrana por
interacciones débiles. Por itimo habra que resaicar ef hecho de que una derta fraccion de ha

lisozima CPLI se encuentra en ¢l medio extracelular.
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TABLA 4. Locaalizacién subcaluvlar de la lisozima CPLI exprezada en E. coli.

A. Fraccionamianto por choque osmébtico.

Fraccidn
Medio
Enzima extracelular® Sicarons H0 Citoplasma
CPLY 6 1 54 37
1ICDH 1 4 6 Ba
B-factamasa N.D B 52 39 9

B. Fraccionamiento por formacidn de esferoplastos.

Fraccibn
Medio
Engima extraceiulare Periplasrma Citoptasma
CPLI 13 9 78
ICDH N.D. 22 78
B-lactamasa N.D. 100 N.D,

4 Porcentaje de actividad enzimitica con respecto a la actividad total.

B N.D. No detectado.
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1. CARACTERIZACION DE LA INTERACCION DE LA LISOZIMA CPLI CON
COLINA

1.1, Termodinamica de i» unién de colina a la lisozimas CPLI

1.2 unidn de 2 colina  1a lisozirna CPL! fue estudiadz por calorimetria de reaccibn a 2500
segin e procedimiento descrito en ¢! apartado 15 ce Materiales y Mérodos En fa figura 18 se ha
representado i3 curva de valoracion de 5 proteins por st figando. La bajz afinidad de & colina
hacla la enzima no pertnité decerminar e nimero de sitios da umidn por mod de 'sozima CPLI 2
partr def valor minime de ki relacibn ligando/proteina para la que ef efecro thrmico observade &3
maxima. Bl ajuste de ios ditos experimentaies ai comportamiento descrite (apartado 15.2. de
Mazeriales y Métodos) demuestra. “on todo, la existenciz de unz sola clase de sicios de unidn,
obreniéndoss un vaior de ~160,3 k) mol~1 parz cHy,,. ¥ Una constinte de disociacién, Ky, de
1.4 mM. Log valores de la energia libre de Gibbs v de entropia calculados a partir de estos datos

fusron ~14.9 kj moi=1 y 4881 K1 moi-1 respectivarente.

3.2. Cambios conformacionales de la lisozima CPLI inducidos por colina

E) espectro de dicroismo crcular de fa lisozima CPLI comrespondiente i fa regibn dei
ultraviolera iejano (240-200 nm) muestrz, como se describe en el apartadc 2.4.1., dos minimes
3 210 y 23G am ¥ un hombro a 217 nm, caracterisucas que a pH neutro no resvican influidas por
la presencia de NaCl i ™ (figura 12). Sin embargo, ia presencia de colina (10 mM) provoca un
cambic conformacional en 12 enzima que se manifiesta en una disminucion de ta intensidad de las
bandas de 210 y 230 nm y la aparicion de una barcia con elipticidad positiva slrededor de 225 nm
(figura ! 2A}. Este cambico resultd ser completamente reversible puesto que tras sliminar iz colina

por didlisis se reprodujo exactamente el espectro micial de dicroismo circular,

Para comprobar si la lisonma CPLI purificada por el procedimiento de Iz DEAE<elulosa
(apartado 1} perdia toda la colina unida cras & dillisis de (a proteina eluida de la columna, se
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FIGURA I8, Entalpia de la unidn de colina 2 la fisczima CPLI.
Los experimentos de calorimerria de reaccidn se evaron a cabo con distintas concentraciones
de colina 3 25°C. _
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realizé una purificacidn alternativa de la enzima mediante la cual la colina NG estabe presante en
ninguna empa {figurs %) (aparado 9.2 de Materiales y Métodes), cbtenibndose el mismo
aspactro qua ¢l que resulta de 1a proceina purificada por of mitodo convencional de afinidad tras
ol proceso de didlisis.

Cuando se ajusta & espectro de dicroisma circular de la proteina en presencia de colina a
ks parimetros de Chang y cols. {1978), se obtiene una composicibn de 19% en a-hilkice, 19%
de conformacion G, 43% de giros B y 1 9% de ordenacidn aperiddica. Sin embargo la aparicidn de
una banda inusual a 225 nm podria también ser debida a una contribucidn de la absorcibn de
aminodcidos aromiticos en esta regibn como describen Brahms y Brahms (1980). B! espectro da
dicroismo dircular de 1a isozima CPLI en ol vitravioleta cercano muestra una banda 3 260 y otra
% 295 nm (figura 11B) que se atribuyen 2 la disposicibn de los aminoicidos aromidicos en b
estrycrura terciaria de la proceina, La interaccidn con coling proveca un aumento de 13 intensidad-
de I3 banda de 295 nm, que sblo puede explicarse por a contribucibn de triptdfancs o de
residucs ionizados de tirosing (figura | 28). Ei cambic de intensidad de fas bandas de 115 y 295 nm
tras la adicibn de colina mostrd una corTeiacidn entre las variaciones de fas dos bandas (figura 12),
lo que apoyaba la hipdtesis de la contribucidn de residuos arométicos en fa zona de 225 nm. Ly
adicién de NaCl 0.5 M redujo 12 inzensidad de las bandas, o que sugiers que existe uni
componente electroscitica en fa interaccidn de la coling con fa lisozima CPLI que podria estar
apancaliada en presancia de aka fuerza ibnica, Por otro lado, dos andiogos de colina que son
capaces de provocar 3 conversion de la amidasa LYTA, la benzolicoling y 1a N-bencl-N,N-
dimeriletanoiaming (apartade 1.3.1.1), pueden inducir en Jos espectros de dicroismo circular de I
enzima CPL[ cambios similares 2 los preducidos por colina. Sin embargo, no se observé ningln
cambio apreciable con etanclamina, compuesto incapaz de convertir a la enzima LYTA.

Con objeta de comprobar si los cambios en los especeros de dicrofsmo circular inducidos
por colina podrian correlacionarse con alguna variacibn de las propiedades enzimiticas de la
lisozima CPLI, se realizd una titulacibn con colina tanto de 12 actividad enzimdrica ¢como de
ntensidad de 12 banda cenarads €n 295 nm.
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Como se observa en la figura 19, la actividad enziméitica se inhibe conforme suments i
concentracion de ¢olina en la misma medida que se incrementa fa intensidad de la banda de 295
nm. El 50% de inhibicién enzimitica ¥ & 50% de cambio de elipticidad ocurren 2 ia misma
concentracion de coling, en tamo 3 7-1 mM, {0 que tugiere que ambos acontecimientas esthn

relacionzdos.

2.2 Experimen il nei

El espectro de emisian de fluorescenciz de la fisorima CPL! obtenido por excitaciéa 3 295
nen s muestra en la figura 16, Esta longitud de ondz es |3 indicadz parz excitar lot residucs de
tript&fano y las posibles tirosinas ionizadas de Is proteina. Como se habia indicado anteriormente
(apartado §.5.3), el espectro muestra un miximo 2 335 nm. La adicibn de colina provoca un
ligero desplazamiento del maxime i 334 nm y un qumente apreciable de 13 intensidad de &3
emisibn (figura 16). Esto supone que, antes de la adicidn de la colina, fa fluorescencia de ios
residuos aromaticos podria haliarse parcisimente extinguida con la consiguiente disminucidn en el
rendimiento cuintico de estos residuos. La unibn de colina provocaria entonces un cambio
conformacional que liberaria & los amincicidos aroméricos del agente excdntor de fluorescencia.
El 50% del cambio de fluorescencia a 334 nm se produce con concentraciones de colina en
torne a 2-3 mM {figura 20). Aungue ks coiina podria unirse 3 zonas de contenido hidrofébico,
como se ha apuntado mas arriba {apartado 3.2 1), este ligando no es capaz en una concentracidn
de 10 mM de proteger z los aminokcidos aromiticos de la extncidn de fluorescenciz por

acrilamida {apartade 2,4 3.}
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FIGURA 19, Efecto de fa colina sobre [a actividad enzimitica v el espectro de dicroismo circular
de ia fisozimy CPLI.

(e—a), porcentaje de actvidad enzimdticy con respecto 3 ¢ mM colina. (0——0), incremento de
ta efipricidad medida 2 795 nm con respecto a una muestra #n 0 mM colina,
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FIGURA 20. Variacién de la intensidad de fluorescencia a 334 nm de la lisozima CPLi con la
concentracibn de colina con respecto a una muestra en ausencia de cofina.
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4. LA ESTRUCTURA MODULAR DE LAS LISOZIMAS DE LOS
BACTERIOFAGOS Cp-1 Y Cp-7

4,1. Estudios sobrs 1 dominio C-tarminal de la lisozirna CPLI obtenido por
ingenieriz ganética (C-CPLI)

El proceso de clonacion de [a regibn 3* del gen cpil se muestra on la figurs 21. La digestdn
de! plismido pCIPS1 con las enzimas Sspl ¥ Pstl produce un fragmento que codifica para toda la
regidn C-terminal de {2 lisozima CPLL {(aminodcidos 184-338) consarvando, por tanto, ks
motvos repetidos PE a Pé (apartado 2.4. de la Introduccidn). El fragmento Sspl-Ped se insertd en
la forma replicativa del DINA. del bacearibfago M13cgh3| cortada con Smal y Pstl y la mezcla de -
ligacibn se utiiizé para transfectar céivias competentes de E. coff jM103. De entre los fagos
recombinantes aue originaban placas incoloras en presencia de X-GAL se aisth ¢l DNA de uno de
efios (M13-CCI0) que contenia el inserto Sspl-Pstl, segln se pudo comprobar por andlisis de
restriccién, Esta construccidn permitié seguidamente la obtencidn del fragmento c-epifl por
digestibn del DNA del recombinante M{3-CCI10 con las enzimas EcoRl y Bgll, insartindose
posteriormente en & plismido hiperproductor piNHL-(ppP-5)-A3 (inouye e inouys, |985)
previamente cortade con Ecofl y SBomHI, Con 2 mezcla de figacidn se transformaron céiulas
competentes de £ cok RB791. Los clones que contenfan ef plismide recombinance pCMI (figura
21}, cuandc se cuitivaron en presencia de lactosa al 2%, hiperproducian una proteina de peso
moiecuiar [8.000 (figura 22}, valor éste similar al que cabria esperar para el dominio C-rerminal
(18.758 Da, 161 aminodcidos). La proteina codificada por ¢l gen ¢-cpll se denon;inari C.CPL1

partr de este momento.
$.1.2. Purificacié } ina C-CPLI
Si el dominio C-terminal fuera responsable de [a intaraccin con la colina y pudiera adquirie

una conformacidn correcta aun en ausencia de ta regibn N-terminal, I3 proteina C-CPL| deberia
poder purificarse en un 30lo paso en columnas de DEAE-celulosa (apartade 2.1.2),
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FIGURA 21. Construccion del plismido pCM .

Se muestran las secuencias de nucleétidos en donde se hallan las dianas de restriccidn de interés,
asi como la secuencia deducida dde aminoicidos. Las enzimas de restriccidon se abrevian como
sigue: B, BemHi Bg, Bgll; E, EcoRl: H, Hindlll; P, Psd; §, Sspl; Sm, Smal; X, Xbai. Ouras
abreviaturas: RBS, sitio de unibn al ribosoma.
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FIGURA 12, Purificacion de 1a proteina C-CPLY por DEAE-celutosa.

Calle A, marcadares de peso molecular; calle B, proteina C.CPLI purificada por DEAE-celulosa;
calle C. extracto de un cultivo de E. coff RB?91 [pCMI]) inducido con lactoss al 2%, galle D,
extracto de un cultvo de Ja misma cepa en ausencia de inductor. Ei gel de eleciroforesis en
pohacrilamida-50S era del 5%,
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Cuando se cargd un extracto procedente de un cultivo de E. coll RB791 [pCM| ] inducdido
con lactosa en una columna de DEAE-celuiosa equilibrada en tampdn fosfato 20mM pH 7.0,
después de lavar [a resina con Nall 1.5 M se obtuvo la proteina C-CPLI en una forma
elecrroforéricamente pura al afadir ¢oling at 2% (figura 22). La proteina C-CPLI asi purificada
precipita cuando se dializz para eliminar 12 colina y sblo puede disoiverse de nuevo en presencia de

colina 70 mi.

La construccibn del plismide pCMi provoca la adicibn de & aminodcidos al dominio C-
terminal. Para comprobar la precisidn de esta construccibn se llevd a cabo el andlisis del exremo
N-terminal de la proteina C-CPLI, obteniéndose la secuencia Met-Lys-Gly-Gly-lle-Pro-lle-Val,
que coincide con la esperada '

41 i icroi irqular

Los espectros de dicroismo circular de 1a proteina C-CPLI se muestran en la figurz 23. Los
espectros presentan dos maximos a 225 y 265 nm y dos minimos a 28% y 295 nm. La
caracteristica mas sobresaliente de estos espectros es la presenciz de una banda de eiipricidad
positiva 2 225 nm, un caso muy poco frecuente en los espectros de proteinas pero que ha sido
axplicado en base a contribuciones de aminodcidos aromdticos (Brahms y Brahms, 1980). L2
peculiar forma del espectro de dicroismo en fa regidn del ultravioleta lejano hace muy dificll
asignacibn del contenido de estructura secundaria de la proteina C-CPLI utilizando los
paramerros habituales {Chang y cois, !978; Bolotina y cols., 1980). Cuando se analizé el efecto
de la colina sobre los espectros de dicroismo circular de la proteina C-CPLI se obruvieron
resultados simitares a los obtenidos con la ¥sozima CPLI (figura 22). La adicidon de coling
provoca, al igual que en el case de Ja proteina completa, un aumento en las intensidades de lag
bandas centradas alrededor de 225 y 195 nm, con Jo que se puede deducir que los cambios
observados en el espectro de dicroismo circular de la ksozima CPLI inducidos por colina son
producto de la contribucion del dominio C.terminal en el espectro total.
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FIGURA 13. Espectros de dicroismo circular de la proteina C-CPLI,

Panet A, region del vitraviclea lejano; panel B regidn del ulcravioleta cercano. En linea continua
& muestra e espectro registrado en tampdn fosfato 20 mM pH 7.0, mientras que en linea
discontinua se muestra el espectro registrado en el mismo ampon en presencia de colina 10 mM.
La concentracidn de proteina utilizada fue de 0,31 mg/mil.
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Los experimentos reafizados hasta ahora demostraban que el dominio C-terminal de Ia

lisozima CPLI era capaz de interaccionar especilicamente con colina libre o con un andlogo
estructural como el DEAE. 1a proteina C-CPLI resuitd ser cotalmente inactiva en cuanto a s
hidrélisis de la pared celular de neumococe: sin embargo parecia interesante comprobar st este
polipéptido podria adsorberse a los residuos de colina presentes en los icidos teicoicos de la
pared de neumnococe, Si esto fuers asi, 1a actividad litica de la amicasa LYTA o de la lisozma
CPL}, que son dependientes de fa presencia de residuos dé colina en fa pared, deberfan resultar
inhibidas por la proteina C-CPLI puesto que ésta competiria por la unibn a los residucs de colina
de la pared. En la tabla 5 se muestran estos resuitados. comprobindose que la proceina C-CPLI

es capaz de inhibir especificamente fa acadn de las enzimas liticas mencionadas.

4.1 5 Yaloracidn de I3 cisteing li i ing C-CPLi

Cuando se realiza la vaioracibn de los grupos SH libres de 12 lisozima CPLI en condiciones
no desnaturalizantes se obtiene un valor fimite e 1,7 que aumenta bruscamente a 3,9 cuando s
aflade SOS al ensayo (apartade 1.5.4), £ misme método aplicade 3 la valoracido de a (nica
cisteina del dominio C-CPL1 (Cys-138 de 4 lisozima CPLI) indicd que ésta sdio puede lievarse a
cabo en presencia de un gente desnaturzlizante como el SDS o que sugiere gue asta cisreinz se
encuentra inaccesible al DTNB tanto en el dominio C-CPLI como en 13 proteina entera. Un
hecho que apoya esta hipbresis es el expenmento de bloqueo de esta cisteing por icido
yodoacético (IAA). Cuando el dominic C-CPLI se incuba con |AA en condiciones no
desnaturalizantes el grupo S de [ cisteina se valora perfectamente previa desnaturalizacién de la
proteina, Sin embargo. si la reaccion con IAA se lleva 3 cabo en presencia de SDS 4 cisteina no
puede valorarse con la misma eficacia, jo que indica que ha sido blogueada por el 1AA
demostrando que la proteina necesita sstar desplegada para que la cisteina pueda ser accesible 2
mothculas como el DTNB o el 1AA.
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TABLA 5. inhibicién da la actividad litica sobre paredes celulares de neumococo por

In proteina C-LYTA,
% de radiactividad kberada®
Adicion Amidasa LYTA lisozima CPLA
Ninguna 100 500
Albumina 100 100
HEWL 100 100
C-CPLI 11 4

& Cada mezcla de reaccidn contenla inicialmente 0,1 nmoles del aditivo apropiade mis 10 ul de
sispension de paredes de neumococo, preparadas como se describe en Materiales y Métodos, en
un volumen final de 250 ul en ampbn Tris-maleato 5¢ mM pH 6.9. Tras incubacién a 4°C
durante 5 minutos sk tfadid 0.1 pmal de lisorima CPL! o de amidasa LYTA. Las muestras se
incubaron |0 minutos y se procesaron coma se ha descrito. Cada valor es la media de tres

experimencos indepandientes.
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+.2. Dbtencidn del dominio N-terminal de la lisozima CPLI (N-CPL!) por
ingenieria genética

El esquema de 3 cionacidn de fa secuencia que codifica para el dominio amino-terminal de
lisozima CPLI se muestra en la figura 24. E! plismido pCIPS4 (Diaz y cols., [990) contene
clonado el gen cpll en el que se ha producido ardficalmente una MULACIoN en la mitad del motivo
Pl creindose un sitin de restriccion SnoBl. Ei plismido citado se digirid con las enzimas SpoBl y
Asnt y se convirtié en romo el corte producido por &sta diima. Después se religd el plismido y
se transformaron células de E, cof HBIOI. De este modo la proceina resultante contendria jos
209 primeros aminodcidos de a isozima CPLL mis un residuc de tirosing resultante de b fusidn
del gen acpll con la secuencia del plismido pCIPS4. La seleccidn de ios clones que poseian ef
plismido recombinante pCiPSé (figura 14) se llevd 3 cabo por andlisis de restriccidn. Dado el bajo
nivel de expresidn del sisterna no se procedid a la purificacion del dominio N-terminal de la
fisozima CPLL {denominade N-CPLIY, pero & comprobacidn de que se estaba expresando una
procteina de las caracteristicas esperadas lo constituyd el experimento de "Western-biot®
representado en la figura 25, en donde se pusc dé manifiesto que los clones de £ coff HBEO!
{pCIP56] expresaban una proteina de alrededor de 24.000 Da {lo esperado era 24,262 Da) que

era reconodida par antisueros ant-CPLE.

2.1, Acividad de | ina N-CPi

Para comprobar si &l dominio N-terminal de l2 lisozima CPLL retenia la actividad catafitica
de 12 enzima completa se ensayaron exiractos muy concentrados de E. caff HBIO| {pCIPS6|
sobre paredes de neumococo que contenian colina o etanociamina en su composicidn. Los
resultados presentados en la rabla & muestran que la proteina N-CPLI es capar de hidrolizar
paredes de neumococo que contenen coling, aungue con una eficiencia casi 20.000 veces menar
que la enrima CPLI entera, demostrando asi la importancia de ia adquisicion del dominio C-
terminal para mejorar 12 eficiencia caralitica. La pérdida de actividad registrad sobre paredes con
colina no se correlaciona con una pérdida de actividad similar sobre paredes de eranclamina,
puesto que la proteinz N-CPLI es capaz de Midrolizartas con la misma eficiencia que la iisozima

CPL) entera. Ademis, la enzima N-CPLI digiere ios dos tipos de pared con una eficiencia
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colt*

pClP84
7.0k b)Ty

1) SnaBI + 4Asnl
2) Pol Tk
3) T4 ONA ligasa

FIGURA 24. Construccion del plismido pCiP56.
Enzimas de restriccidn: A, Asnt; €, EcoRl; H, Hindlil: S, SnaBl: P, Psdl.



94
RESULTADOS

A B C
92 0—
66.0—
43 0—

i

3tQ—

S -
21 5—-=
14 3—

FIGURA 25. "Western-blat” del dominic N-terminai de la fisozima CPLI. El aniisis se realizd
en un gel de poliacritamida-SDS al 15%. Las proteinas se hibridaron con antisuero and-CPLI .
Calle A; Fragmento FI; Calle B: lisozima CPLI; Calle C; extracto de £. coli HB10| [pCIP56],
que produce la proteina N-CPLI. Se indican 0s pesos moleculares de los marcadores en
kiiodalton. La doble banda que se observa en la calle B se debe a la degradacion de la lisozima
CPLI puesta de manifieste en las condiciones de revelade de! "Western-blot”,



95
RESULTALODS

TABLA 6. Actlvidad enzimitica comparada de los dominios N-tarminaies de las
enzimas LYTA, CPLI y CPLY axpresados an E. cof

Amincalcohol en pareds

Plismido Enzimab Colina Etanolamina colhmmmim
pCIPS4 CPLI 5947 0.33 18020
pCIPS6 N-CPLI 0.17 0.2¢% 0.58
pCP70 CPL7 347 157 12
pCIP72 N-CPL7 0,40 0,7¢ 0,52
pGLIOO LYTA 0,8x108 66 179
pGLIOO N-LYTA 3.1 35 0,10

2 La mezcia de reaccidn contenia 200 ul det extracto correspondiente junto con tamodn fosfato
20 mM, pH 6,0 ¥ paredes de neumococo que contenfan colina o etanolamina. Las actividades se
dan en cpm liberadas en & horas por micrograme de extracto ensayado.,

© Enzima codificada por e plismido representado en 12 columna anterior.
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similar, lo que sugiere que ha perdido cualquier dependencia con respecto a amincakcohol

presente en los icidos teicoicos de t pared.

4.1, Experimentos de proteolisis controlada

Con objeto de estudiar fa estructura en dos dominios de las enzimas liticas de neumococo y
5us bacteridfagos se procedid a determinar su sensibilidad frente a [z digestidn concrolada con
diferentes proteasas para comprobar la posible existencia de un niclec de resistencia frence 2 fa

hidrélisis proteofitica.

431, N ! minios N-termin; lag lisorim. PLI 7 (f 1

El r digestidn congr 0 Lripsin

En primer lugar se procedié a analizar la sensibilidad de las enzimas liticas de neumococo y
sus bacteridfagos frente a la accion de fa tripsing en las condiciones detalladas en Materiales y
Métodos. Se pudo observar que mientras la amidasa LYTA era completamente digerida por
tripsina a una relacidn proteasa/enzima de §:60 (p/p} tras 60 minutos de incubacidn a 379C, Ia
hidréblisis de las lisozimas CPLY y CPL7 en las mismas condiciones originaba como producto final
unos fragmentos resistences denominados Fi (24.000 Da) y F7 (25.000 Da) respectivaments
(figura 26). Los polipéptidos Fl y F7 eran capaces de resistir digestiones mis prolongadas o con

Mayor CoNCentracion de tripsina.

La cinética de degradacion de las dos lisozimas por tripsina resultd ser muy distinta (figura
16). Mientras la digesudn de ia lisozima CPL1 origind e! fragmento FI sin productos intermedios
incluso a tiempos muy cortos de digestion, s aparicidn del fragmenco F7 fye simultinez a la
aparicibn de otras dos especies intermedias. Ests ulumo sugiere que la tripsina empieza a digerir a
la Fsozima CPL7 por tres puntos igualmente accesibles. Es importante sefialar que la adicidn de
colina 120 mM al ensayo de digestibn de la enzima CPLI es capaz de retrasar 1a aparicidn del
fragmento Fi [figura 16), mientras que wna roncentracibn similar de NaCl ro produjo un efecto

apreciable en 12 digestibn,
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A

AB CDEFGH_ 1

92,0 — —
66,2 ——
430 -
31,8 —
el 4
21,5 - *
14,3 = -

B

ABCDEFGHIY

92,0 — —a
66,2 — w—=
43,0— =y
30,5 = —
20,5 — dida
14,3 — ey

FIGURA 26. Digestidn controlada de las lisozimas CPLY y CPLY con tripsina.

Las digestiones se llevaron 2 cabo en tampdn fosfato 0,1 M pH 7,0 2 37°C y 3¢ tomaron
alicuotas a diferentes tiempos. Panel A; Digestibn de la lisozima CPL1 a diferentes tempos
{relacion proteasa/lisozimaz1:100). Calle A:, patrones de peso molecular; calles B-F, curso de fa
digestibn a0, 5, 10, 20 y 40 minutos. . fragmento F| purificado; galles M-, digestién alos 10y
40 minutas en presencia de {20 mM coiina.

Panet B: Digestidn de ia lisozima CPLY {relacidn proteasallisozima: | :25)._A, marcadores de peso
molecular; calles B4, curse de la digestidn a 0, 2, 5. 10, 30, 60, %0 y 120 minutos, calle |,
fragmenca F7 purificada. Los geles de electroforesis en poliacrilamida-50S fuerom del {5%.
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Las proteinas Fi y F7 fueron purificadas a homogeneidad electroforética segin se detalla
en Materiales y Métodos. La mezcls de digestidn se purificd por columnas de DEAE-celulos: para,
evitar una posible contaminacidn con 1z enzima CPLI en ia preparacién final, y2 que la enzima
entera se retiene en 3 resing en las condiciones de elucidn utilizadas (apartado 2.1.2). Sin
embargo esta afirmacion no es necesariamente vilida para la lisozima CPLY por lo que, para
garantzar completamente la pureza det fragmenso F7, se estblecid una segunda etaps de
purificacién medianze cromatografia de filtracidn en gel en Sephadex G-75. Cuando las proteinas
FI y F7 asi purificadas se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS, se observd una Onica banda
incluso cuande los geles se revefaron con el método de tincidn por plata (datos no mostrados).

4230 1, Anjlisi | de | Fly#¢7

Para determinar qué regidn de las lisozimas CPLI1 y CPL7 se consarva en los fragmentos Fl
y FT se procedié en primer lugar a la determinacidn de su secuenciz amino-terminal de
aminodcidos, obreniéndose para los dos casos 12 secvenciz Val-Lys-Lys-Asn-Asp-Ley-Phe-Val, que
coincide con la secuencia amino-terminal de las proteinas enteras, indicando que los fragmentos
FI y F7 constituyen la regibn N-terminal de las hsozimas CPLI y CPLY respectivamente. Con
objeto de establecer ¢l punto exacto de corte de la proteasa, se intentd determinar 3 secuencia
C-terminal de ias proteinas £l y F7 mediante digestibn con carboxipepridasa Y, pero los
fragmentos fueron resistentes a la degradacion por #sta proteasa Incluse en presencia de urea 6
M. Por tanto, para poder determinar ef citic de digesuda limite hubo que recurrir 2 métodos

indirectos.

€n la figura 25 se muestra el resultado del experimento de “Wescern-blot™ det fragmento
FI, la lisozima CPL! y un extracto de E. cofi HB101 [pCiP56), que produce & dominio N-CFLL,
revelado con anusueros and-lisozima CPLL. Puede observarse que las tres proteinas son
reconocidas por el antisuero y que la banda correspondiente al fragmento Fl tiene la misma
movilidad electroforética que la de la banda de li proteina N-CPLE, 0 que sugiere que ambas
tienen un pesc molecular muy similar, Teniendo en cuenta la construccidn del plismide pCIPSE
(figura 24}, se puede conciuir que ¢l extremo C-terminal del fragmento FI debe de encontrarse

préxirne a 1a mitad del motivo P, como ocurre con la proteina N-CPLI. Un resultado similar se
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obtuvo con of fragmento F7 y ¢l dominic N-terminal de la lisozima CPL7 (N-CPLT) cuna
secuencia se encuentra clonada en e plismido pCIF72 (Diaz, 1991). Sin embargo, 2 pesar de b
similicud existente entre ko dominios N-terminales de las lisozimas CPLI y CPL7, el antisuero
ant-CPL| no reconocid con suficiente eficacia 3 las proteinas derivadas de L lisozima CPL7 y las
bandas de hibridacibn fueron apenas visibies en las membranas de nitrocelulosa.

Ouro método indirecto para determinar &l extremo C-terminal del fragmento F consistd
en el andlisis de las cisteinas Bbres de la proteina. Como se ha visto anteriormence {apartado
1.5.4) la lisozima CPL! tene sus tres cCistefnas libres. Una de estas cisteinas (Cys-238) podria
estar proxima al posible punto de corte por tripsina, El anilisis de cisteinas libres en presencia de
SDS del fragmento Fl mostrd un valor de |,7 cisteinas por molécula asumiando para ésta ¢f peso
molecular obtenido 2 pardr de la electroforesis en geies de poliacrilamida-SDS (aproximadamence
24.000 Da) (figura 25), por lo que ef punto de corte deberia de encontrarse antes de la cisteina
mencionada. Aprovechando el alko contenido en aminodcides aromiticos en la zona prevista de
corte {alrededor de la mitad del motive Pl), se calcuid el coeficiente de extincidbn molar de cada
uno de los polipéptidos que podrian resultar de fa accibn de la tripsina (rabla 7). Usando estos
datos se calcularon los grupos SH por moiécula de proteina, Los valores mis cercanos a dos se
obtuvieron para los fragmentos cuyo extremo se encontraria entre la lisina 203 y la lisina 222, io
que estaria de acuerds con el peso molecular aparente calculado en geles de poliacrilamida-SDS.
La ausencia de aminodcidos aromiticos en la zona prevista de corte para la lisozima CPL?
impidieron determinar por este método la pesicion del exaemo del fragmente F7, puesto que
apenas varia el coeficiente de extincidn molar de cada uno de los posibles fragmentos.

3,12, Andlisis funcional da | as L yE7

Teniendo en cuenta que los dominios N-terminales de las dos lisozimas producidos por
ingenieria gendtica son activos, cabria esperar qua las proteinas FI y F7 correspondientes
también 3 los modulos N-terminales de las fisozimas CPLI y CPL7 pudieran poseer asimismo
actividad catalitica 3 pesar de carecer del dominio C-terminal. Para comprobar esta hipdresis se
ensayd sy actividad catalitica sobre paredes de neumococo que contenian colinz o etanclamina

(rabla B). Los dos polipéptdos FI y F7 conservan actividad hidrolitica sobre paredes de
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TABLA 7. Extremos C-terminales probables del fragmento F
r
Punta de cortes M €2ag° Cys‘:nc;elgct:hd
Lys-182 20 654 32.246 1.5
Lys-194 22.124 32.246 15
Lys-196 22.367 32246 1,5
Lys-202 13.029 37.805 1,7
Lys-206 23.505 37.805 17
Arg-211 24.255 48,913 2,2
Arg-2i2 14.429 48.923 2.1
Lys-221 15.468 50.120 13
Lys-224 25.51% 55.679 2,5
Lys-235 27.262 63.632 1.9
Lys-245 18.460 70.388 3.2
Lys-249 28.964 70.388 3.2
Lys-254 29.807 78.341 ié

2 Posicidn del punto de corte de 12 tripsina refenide a 1a lisozima CPLI.

b Peso molecular correspondiente al fragmento resuitance.

< Coeficiente de extincibn moiar tedrico calculado en base a ia composicidn en aminoicidos
aromjricos utilizando los parimetros de Fasman (1976},

d Se realizd una valoracién de grupos SH libres sobre una muestra del fragmento F| purificado
cuya absorbancia a2 280 nm ery de /082, obteniéndose un valor de  Ayy3=0,68,
correspondiente 3 [SH]=5x 103 M. Después se dividid este valor por la concentracidn molar de
proteina calculada &n base a! valor de absorbancia ¥ a3 su coeficiente de extincidbn molar tedrico,

obteniéndose una estimacién del contenide en cisteinas libres de los polipéptidos.
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TABLA 8. Actividad enzimitica comparada da los fragmentos Fl y FY resistentas a

la prateoslisis por tripsina
Aminoalcobol en pared®
Relacidn

Enzima Colina Eranolamina, colina/etanolamina
chLI 12106 697 17210 |
Fi 108 133 0.45
[« W) LAxl0® 0,8x106 1.3
F7 132 444 0,30

& Los ensayos se reakzaron en tampdn fosfato 20 mM, pH 6,0 sobre paredes de neumocaco que
contenian colina o etanclamina en su composicibn, La actividad enzimitica viene dada en ¢pm

liberadas tras é horas de ensayo por microgramo de proteina en el ensayo.
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neymecoco. igual que en el Caso de fas proveinas N-CPLE y N-CPLY, su actividad resulth ser
relatvamente independiente del tipo de aminoalcohol presente en los dcidos teicoicas de f2
pared, lo que en el caso de b proceina Fl descarta una posible contaminacidn da este fragmento
con la enzima CPLI complera. El fragmento F! es unas 10.000 veces menos activo que la enzima
enters CPLE en los ensayos con paredes que contienen colina, pers cofserva un grado
comparable de actividad sobre paredes que contienen etanolamima. El fragmento F7 presents ura
actividad drasticamente disminuida con respecto a la lisozima CPL7 sobre los dos tipos de
paredes, si bien ésta resultd ser de Iz misma magnitud que la presencada por ¢l fragmenwo FI.
Estos resultados confirman la bipbresis sobre la funcionalidad del dominio M-termiral de estas
proteinas y sobre la importanciz del dominio C-terminal en 12 adquisicibn de una mayor

especificidad y eficacia caralitica.

Algunas de las caracreristicas biogquirnicas de los fragmentos Fi y F7 se muestran en a
figura 27. Pese & la baja actividad que muestran estas proteinas con respecto a las enzimas
completas, el método altamente sensible del que se dispone para analizar tales actividades pusc de
manifiesto, como era previsible, que las dos proteinas seguian comportindose como
murarnidasas, segon pusc de manifiesio el andlisis de los producios de degradacion de paredes de
neumococo (figura 27A) (Garcia y ¢ois.. 1987). El pH éptimo para la actividad del fragmenco Fi
se situd en 5,0 (figura 27B), ¢l mismo que & de Iz proteing entecs. &0 su parte, &l fragmente F7
tiene su pH Sptimo de actuacion a pt 4,75 ifigura 27B), al igual que el de la enzima CPL7 L2
acuvidad enzimitica de los polipéptidos Fi ¥ F7 se mhibia 3 bajas concentraciones de fuern idnica
al igual que 1a lisozima CPL7, pero no f2 lisozima CPLE (figura 27C). Como se puede observar en
fa figura 28, el efecto de la fuerza idnica sobre I3 estructura secundaria del fragmento I es
minirmo, pues no se aprecia ningln cambic conformacional detectado en el espectro de dicreismo
circular, La actividad de Yos dos fragmertos oo resulid inkibida especificamente por ¢olina sino

tan sblo por el efecto saling inespecifico debido a fa concentracidn de esta motécula en ef ensayo.
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FIGURA 27. Caracteristicas bioquinvicas comparadas de las fisozimas CPLI y CPL7 y los

fragmentos Fi y F7.

Panel A, andlisis de los productos de degradacidn de fa digestibn de paredes cefuiares de

neumococo marcadas con colina radiactiva por medio del fragmento Fl. Las paredes digeridas se

cromatografiaron en una columna de Sephadex G-75 y se contd la radiacdvidad de 400 4l de cada

fraccidn recogida, que constaba de 1.44 ml V,, volumen de exclusibn de la columna, VY,

volumen total.

Panel B, actividad enzimitica con respeceo al pH. {e—e), Fl; (o- - - -0}, F7.

Panel C, Inhibicibn da la actvidad enzimitica con & fuerza ibnica. (o—#), CPLI; (o- - -0), CPLT;
w4, FI; {6-—4}, F?. Los ensayos se cealizaron en campdn fosfaco 20 mM pH 6,0, ¥ la

actividad se refiere al dato obtenido 2 0 mM NaCl.
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FIGURA 28, Espectro de dicroismo circular del fragmento Fl en la regidn del ultravioleta
lejano.

Se usd una concentracién de 0,26 mg/mi de proteina Fi, y se registrd el especuro: (-
tampdn fosfato 20 mM pH 7.0; (- - - - ). en tampén fosfato conteniendo 100 mM NaCl.

}. en
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1.2 Digesia . i

La sensibilidad de las enzimas Hricas de neumococo y sus bacteribfages Cp-1 y Cp-7 frentea
1 accidon de otras proteasas también fue estudiada. La digestién de L lisozima CPLI con o-
quimotripsina (1:30 p/p) durance 60 minutos a 379C origind 3 aparicibn de un fragmento
resistente de tamafo ligeramente superior al del polipéptido F1 (M, =26.000) (figura 29). Este
fragmento demostrs ser ambidn muy resistence a Iz sccidn de I qUiMOripsing puesto que una
incubacién mis prolongada ¢ el uso de mayores canddades de proteasi generaron resuitados
similares. Sin embargo, la amidasa LYTA y |3 lisozima CPL7 fueron mis sensibles 2 la digestion en
estas condiciones, no pudiendo aislarse un fragmento resistente. gual que en la digestibn con
tripsina, 12 hidrdlisis de 1 isozima CPLI por quimotripsina se retrasa cuando se aflade al medio
colina; este comportamiento se explicaria en base a que el cambic conformacional producido en
e} dominio C-terminal subsiguiente 2 la adicidn del ligando le confiere & esta regidn una mayor
resistencia 3 la accibn proteolitica. Por (limo, los ensayos de digestidn con proteinasa K
mostraron que todas las enzimas estudiadas resultaron ser muv tuscepcibles a esta proteasa
puesto que, a una concentracion de 1:30 (p/p), las enzimas fueron completamente hidrolizadas en
120 minutos de incubacién. Usando concentraciones mas bajas de proteingsa K (1:100 p/p) en la
digestibn de 1a lisozima CPLI se pudo observar, tras 60 minutos de incubacidn, la aparicidn de un
(ragmento de un pesc molecular similar al del fragmento FL, pero que desaparecid cuando la

incubacién se prolongd dos horas mis, por lo que no cabe calificario de resistente a la proteinasa
K.

4.4. Estudios calorimétricos de la estabilidad térmica de la Hyxoxima CPLI

441 in leta

La estabilidad térmica de la lisozima CPLI se estudid por calorimetriy diferencial de barrido
(DSC). En la figura 30 se ha representado 13 curva experimental obtenida para la proteina a pH
7.0, utilizando una velocidad de barrido de 30¢C/hora, ras correccibn de la ¥nea base. Ei perfil
de la curva muestra una transicion centryda 2 43°C y un hombro a una temperatura de

aproximadamaente 50°C, La reversibilidad de 2 transicibn térmica se estudid analizando la sehal
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FIGURA 29. DigesuSn controlada de fa lisozima CPLI con g-quimotripsina,

La digestidn se flevd a cabo en tampdn fosfato 6,1 M pH 7,0 1 379C con uma relacidn
proteasa/lisozima de |:30, y se tomaron alicuotas a diferentes tempos. Calle A; Marcadores de
peso molecular; calles B-F, curso de la digestidn 2 0, 5, 15, 30 y 60 minucos; galles G, digestion

a 5. 15 30 y 60 minutos en presencia de 125 mM colina. El ge! de eleceroforesis en
molingrita i 808 pep e R0
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FIGURA, 30. Reversibilidad de la desnaturalizacion térmica de la lisozima CPLI anakizada por
DSC.

La proteina se somerid a calentamiento hasta una determinada temperatura, dejindose enfriar y
calentando una segunda ver. A, curva de capacidades calorificas de la lisozima CPLI; B, después

de getener ¢l primer calentamiento a 46°C; C, después de detener el primer calentamiento a
56°C.
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obtenida en un segundo barrido tras detener el primero a distntas temperaturas (figura Su).
Cuando ef pnmer calentamiento se detuvo a2 46°C solamente se reprodujo después fa sefal
correspondiente al segundo pico. Cuando se llegd a los SI°C se observd que esta transicion
todavia era reversible en un 90%. Sin embargo, va e calentamiento hasta 56°C reducia kb
reversibilidad hasta el 54%. Por Ultimo, cuando el primer barmido llegaba a temperaturas

superiores a ias de la transicidn no se obtuvo ninguna sefal al proceder al segundo calentamiente.

Las curvas de capacidad calorifica obtenidas utilizando diferentes velocidades de barido (30,
60 y 90°C/hora) no presentaban variaciones significativas ni en la forma ni en la entalpia de
transicion, por lo que puede descartarse una influencia significativa de la etapa irreversible en la
funcién oCp, 1o que permite analizar fas curvas aplicando las ecuaciones obtenidas en condiciones
de equilibric. Asi, |a deconvolucibn de la curva de capacidades calorificas mediante el algoritmo de
Freire y Biltonen (19784, b, ) muestra la existencia de dos transiciones entre dos estados cuyas
Ty son de 43,5°C y 51,4°C respectivamente {figura 31). En la tabla 9 se encuentran recogidos
los parémetros termodindmicos wwiemuos pars cada una de las transiciones. La existencia de fas
mismas podria indicar la presenciz de dos dominios estructurales que funden independientemente

a dichas temperaturas.

A4 1 Ef

Las curvas obtenidas a diferentes pHs se representan en la figura 32, y los parimetros que
de ellas se derivan se muestran en la tabla 10, L2 entalpia total no varia significativamente con el
pH. La deconvolucidn de las curvas indica que el aumento del pH provoca un fuerte aumento en
la entalpia de la primera transicidn; por otra parte, ha segunda transicidn contribuye casi con e
50% a la entalpia total de desnaturalizacidn de la fisozima CPLI a pH 6.0, mientras que
desaparece casi totaimente a2 pH 8,0. No pudieron obtenerse datos por debajo de pH 6.0 debido

a que la proteina precipitaba 2 la concentracién utilizada.
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is0

Lp axa HI/K mold

FIGURA 31. Deconvolucién de 1 curva de desnaturafizacion térmica de la fisozima CPLI .
), curva experimental; {=--=----), perflil de las transiciones que resultan de la
deconvolucibn de la curva experimental; (~—--- ). envolvente tedrica de las dos transiciones.




110
RETUETALOS

TABLA 9. Caracteristicas termodindmicas de las proteinas CPLS, C-CPLE y Fl a pH

7.0.

Especie Colina (mM) To(PC) aHylk moi=1l) oHyglk) mol=l) oMy /oMy
CPLt ] 435 994 418 19
-Transicibn 1 & 0 43,5 564 618 0.9
-Transicidn 2 0 51,4 309 359 0.9
C-CPL1 0 42,9 455 6% 0.5
FIb 0 52,1 725 504 1.4
CPLI 10 51.% 994 1479 0.7
-Transicién i 10 51.3 949 1529 0.6
-Transicidn 2 10 N.D.¢ N.D. N.D. N.D.
C-CPLI 10 51,9 614 1212 0.5
Fl 10 524 893 445 .0

2 Transiciones determinadas a partir de la deconvolucion de la curva.
b Datos de fa media de tres experimentos

€ N.D.: No determinado,
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FIGURA 32. Influencia del pH sobre la desnaturalizacién térmica de la lisozima CPLI.
Curvas de DSC registradas: (- - -+ ~) apH 6,0: ( J.apH7,0i (- -~--~),apH8.0.
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TABLA 10. Parimetros termodindmicos de Ig lisoxima CPLI y del fragmento Fl a

diferentes pHs

CPLL Transicidn |2 Transicidn 2 Fi
pH I Ta oM, T,  oH, Ta oM,
6.0 419 101 416 468 50,7 535 61.0 ms]
7.0 435 894 435 564 514 309 539 873
2.0 48 957 a8 870 476 104 %2 7

2 Transiciones determinadas a partir de la deconvolucidn de la curva.

b Grados centigrados.

€ Entalpia calorimérrica, en kj mol=2.
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4.4 minie L

Con objeto de comprobar si las dos transiciones de @ lisozima CPL1 podrian asignarse 2
cads uno de los dos dominics funcionales de ta proteina (M- y C-germinales), se realizd en primer
lugar el estudio por DSC de la proteina C-CPL!, correspondiente at dominic C-terminal (figura
33). Det termograma se dedujo una Gnica transicién con una entalpia de desnaturalizacion de 455
k] mol~1 y cuya T era de 42,99C, (tabla 9). Por tanto, lz primera de las dos transiciones de la
lisoxima CPLI {T,= 43,50C) podria corresponder al dominic C-terminal de la proceina. La
asignacion del primer pico a fa desnaturalizacidn térmica def dominic C-terminal se confirmé en
base 2 iot resultados obrenidos en presencia de colim, 1al y como se mostrard en el apartade
4.4.4. mis adelante.

4 IN-cermi

Para proseguir con el estwdio del domirio N-terminal de la lisozima CPL! habria que
realizar ¢l mismo tipo de estudios del apartado anterior con la proteina N-CPLY (apartado 4.2).
Sin embargo ésta se obtiene con muy bajo rendimiento, o que constituye un obsticulo para la
realizacion de estos axperimencos. No obstante, ciertas caracreristicas del dominic N-terminal
pueden estudiarse utifizando el fragmento Fi (apartado 4.3.1.) puesto que esta proteina se
corresponde con dicha regidn, 2 pesar de la indefinicion de su extremo C-terminal.

El perfil de las curvas de capacidades calorificas obtenidas en la desnaturalizacidn térmica del
fragmento FI variaba en cierta medida de unas preparaciones a otras, a pesar de que no existia
hetereogeneidad en las muestras segin mostraban ios resultados de electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS. Asimismo, ia forma de fos termogramas no indicaba una Gnica transiidn entre
dos estados (figura 34). Con todo, del anilisis de las curvas se pueden obtener daios de interés
(tabla 9). Su Ty cakulada 3 pH 7,0 se sitlia en torno a oz 52°C, valor muy parecido al calculado
para la segunda cransicion de fa lisozima CPLI complea {51,4°C), siendo ademis independiente
de la presencia de colina, Puesto que los parimetros de la segunda transicidn de ta lisozima CPLI
son dependiences del pH (figura 32 .rabla 10}, se procedid a estudiar | efecto del mismo sobre 12
desnaturalizacibn térmica del fragmento Fl, obteniendose los resultados que se muestran en la
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FIGURA, 33, Perfil de desnaturalizacidn térmica de! dominio C-terminal de la tisozima CPLI por
D5C.
{ }, curva de la lisozima CPLI completa; (=-----~), curva de la proteina C-CPLI,

correspondiente al dominio C-terminal (=) significa en ausencia de colinz, y (+) significa en
presencia de |0 mM colina.
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FIGURA 34. Influencia del pH en la desnaturalizacibn tarmica del fragmento FI.

Se representa a curva de DSC del fragmento F: (

(= -=-+=),apH80.

), a pH 6,0; {

), apH 7.0,
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figura 34 y en la tabla 10. Mientras que a pH 7.0 y B0 1a T, de la proceina Fi es bastante simitar a
la T de la primera transicién de (a lisczima completa, las mayores diferencias se observan 3 pH
6.0. El valor de la Ty a este pH (&1°C) es considerablemente mayor que ef calculado para este
dominio dentro de la lisozima CPLI {50,7°C) {1abla 5), debido posiblemente i 12 existencia de
alguna interaccién desestabilizadora con ¢l dominic C-terminal que se pone de manifiesto 2 este

pH.

4.4 4. Ef in li roni la lisozima CPL 1

En la figura 35 se representan las curvas de absorcidn de calor obtenidas en presencia de
concentraciones crecientes de colina. Como puede observarse, ia unidn del ligando induce un
aumento de la varfacibn de la entalpia de desmaturakizacidn y un desplazamiento en la T, del
primer pico hacia temperaturas mis altas. Hay que sefialar también [a existencia de uma
disminucion en la intensidad del pico correspondiente a fa segunda transicibn, particularmente
visible a bajas concentraciones de colina. Cuando k2 concentracién de colina es de 20 miM sblo se
observa un pico auya Ty es de 51,52C. L3 adicién de NaCl 0,2 M en lugar de colina no produjo
ningun cambio apreciable en el perfil de la curva referente a fa lisozima, de o que se deduce gue
el cambio observado en presancia de colina es debido a una interaccidn especifica de este ligando
con la lisozima CPLI. Por otra parte, el termograma de la proteina purificada por cromatografia
de penetrabilidad en lugar de DEAE-celulosa resultd ser idéntico al de la proteina purificada por
este Oldmo procedimiento, lo que prueba que cras la dillisis de fa proteina no permanece unida

ninguna molécula de colina.

Es muy importante sefialar que la adicién de colina a la proteina C-CPLI provocd en el
perfi de desnaturalizacién térmica de ésta unos cambios similares a los de la primera de fas
transiciones de |z Jisozima CPLI (figura 33), lo que apoya la hipbtesis de que esta transicidn

corresponde al dominio C-terminal de la proteina.

La desnaturalizacibn térmica de la lisozima CPLE en presencia de colina resultd ser
parcialmente irreversible cuando el primer calentamiento se detuvo en temperaturas a las que no

habiz concluido ta transicidn, y cuando se completaba ésta en el primer barrido no se observaba
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ninguna sefial af proceder ai segundo calentamiento. Sin embargo tampoco Se observé ninguna
influencia apreciable de la velocidad de barrido en el perfil de desnaturalizacibn térmica de la
proteina en estas condiciones, es decir, ng existe control cinécico de la transicibn, por lo que
cabe suponer que el proceso irreversible no ejerce influencia sobre el equillbric de interaccion
con el ligando, lo cual positilita analizar 12 unidn de colina a la proteina segin e método de Fukada
y cols, (1983). Por tanto, se construyé el diagrama de van't Hoff que se¢ muestra en fa figura 36.
Los datos experimencales se ajustan & una recta con bastante precision; de la pendiente de escz

recta se puede calcular un nimera de 3,8 sitios de unidn de colina en la lisozima CPLI.
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FIGURA 36. Diagrama de van’s Hoff para la unidn de colina a 1a lisozima CPLI.

Los datps de DSC se ajustaron 3 12 ecuacidn &My, /RT, + nin(l )= constante, donde n es el
numerc de sitios de union del ligando y L, es 1a concentracién de ligando fibre. El valor de oMy,
es de 994 k| moi~L.
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5. MECANISMO DE REACCION DE LA LISOZIMA CPLI

5.1. Mutagénesis dirigida del gen cpltl

Los reswitados gue se prasentan en este apartado tratan de poner de maniiesto la
implicacidn directa de los aminoicidos Asp-9 y Ghs-36 de la lisozima CPLI en el mecanismo
catalitico. Un problema que suele aparecer con cierta frecuencia cuando se realiza un
experimento de mutagénesis dirigida es la apariaidn de artefactos en el proceso de manipulacidn
genérica que pueden conducir a {2 aparicidn de mutaciones indeseadas en otras partes del gen.
Por ello, nos propusimos secuenciar el fragmento sobre el que se llavaria a cabo 1z mutagenesis
con objeto de eliminar por completo la posibilidad de aparicidn de dichas mutaciones indeseadas.
Por esta razon, se procedid a la clonacién de un fragmento del gen cpl! que, conteniendo la
regidn de interés (la correspondiente 2 los aminodcidos 9 y 36), fuera lo suficientemente corio
como para poder secuenciario sin grandes dificuitades. La existenciz de un sitio Sphl en la posicidn

311 del gen posibilita la obtencion de un fragmento que cumple estas condiciones,

El proceso de mutagénesis dirigida de la regidn 5° del gen ¢pi! se muestra esquematizado en
la figura 37. Para ello se utilizd el método descrito por Sayers y cols. {1988). Tanto el pidsmido
pCIP100 {apartada 2.1.) como la forma replicativa def DNA dal fago M1 3tgl 30 fueron digeridos
con Xbok y Sphi, y con la mezcla de ligacidn se procedid a transfectar células competentes de E.
coli TGE. Las placas incoloras indicaron la presencia de fagos MI3 recombinantes de los que se
2isld su ONA. Tras un andlsis por enzimas de restriccidn y posterior secuenciacibn del fragmento

inser1ado, se eligid e clon nomero 9 (M13-XC9), sobre e que se tlevs a tabo a mutagénesis.

A b in i i i |

Con objeto de sustituir los aminodcidos Asp-9 y Glu-36 por distintos aminodcidos, se
sintetizaron ios oligonuciedtidos degeneridos que se muestran en la tabla 1. De este modo, en
cada una de las posiciones 9 y 36 se incluirian fos aminodcidos Asp, Asn, Glu, Gln, His y Lys.

Estos amincicidos poseen una serie de propiedades de carga, polaridad y wmafic lo
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FIGURA 37. Muragénesis dirigida del gen cplJ.

Enzimas de restriccion indicadas: B, BomHi; £, EcoRl; H, Hindlll; §, Sphi; X, Xbal. El asterisco (*}
indica el lugar de la mutacidn. Los simbolos F#F denotan l2 presencia de plismidos con ia misma
construccion pero diferentes mutaciones, cuya identificacién se encuentrz en el texto.
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TABLA 1. Oligonuciedtidos diseflados para la mutagénesis dirigida del gea |

OLIGONUCLEQTIDO MUTACION
n] [a]
5'-GATTTATTTGTA|G[A| |GTTTCAAGTCAC-3' Asp-9-+ Asp, Asn, Glu,
c E Gla, His, Lys
al [al
St ~CATTAAAATTTCT ;G{A| [AGTACGACC-2' Glu-36~ Asp, Asn, Gly,
c| ¢ Gin Hig, Lys

5'~TATTTGTA GCT GTTTCAAG-]' Asp-9- Ala

5'-AAATTTCT GCA AGTACGAC-3' Glu-36~ Ala
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suficientermente heterogéneas como para poder cbtener algunas conclusiones sobre el centro

active de f sozima CPLI.

La obtencién de las enzimas mutantes en grandes cantidades es un requisito indispensable
cuando se quieren estudiar caracteristcas estructurales de estas proteinas. Por eflo se pensd en 2
construccién de un plismido simiiar al pCIPLO0 en el que el gen salvaje fuera sustituido por el
mutante, La clonacidn directa dei fragmento Xbal-Sphl e¢n &i plismido pCIPI00 presenta la
dificuitad de disuinguir el gen mycante del gen salvaje. Por elfo se procedid a la construccién de un
sistema que permitiera la seleccion directa ¢ inequivoca de plismidos con una construccidn similar
al pCOP100. Asi, se extrajo el gen de resistencia a kanamicina del plismido pUCAK mediante
digestion con EcoRl, y se insertd en o plismido pCIPIO0 cortado con la misma enzima,
obteniéndose e plismido recombinante pKANZ (figura 37). Las céluias de E. coli HBIOI que
contenian este plismido eran resistentes a ampicling y kanamicina. Como se puede ver en la
figura 37, la cdonacion del fragmento Xbal-Sphl mutance en &f mismo sitio def pKAN2 conduce a
la desaparicion de la resistencia a kanamicina, por ko que la seleccion de recombinantes es sencilla,
De este modo, se obtuvieron los plismidos pCIPIOL, pCIPY 1, pCIP1 13, pCIP)30, pCIF0S,
pCIPZI3 y pCIPLLT, ios cuales permiten (a hiperproduccidn de fas proteinas mutantes Asp-9-Glu
(DY), Asp-9—Lys (DIK), Asp-9~Asn (DIN}, Asp9-His (DIH), Gh-36~asp (EI6D). Glu-
36-Gln (E36Q) y Glu-36~Lys (EI6K), respectivamente. Las mutaciones Asp-9-Gin, Glu-36~Asn
y Glu-36—His no pudieron obtenerse a pesar de [a secuenciacidn de una gran cantidad de clones.

£l sistema de expresion del vecror piNN-(ippP-5)-A3 posibilita, como se ha visto en ¢l
apartade 1.1, la produccidn de grandes cantidades de lisozima CPL). Todas las proreinas
mutances pudieron obtenerse ton similares rendimientos a fa enzima nativa a partic de extractos
de cuitivos de E, coli DH| inducidos con lactosa. Asimismo, todas elfzs pudieron purificarse en un

solo paso wtiizando cromatografia en DEAE-celulosa (apartado 1.2.).

La actividad de fas enzimas se determind sobre paredes de neumococo marcadas con [2H-

metif-colina. Dada ia distinta eficiencia catalitica de las diversas proteinas se fijb el tiempo de
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reaccibén en 30 minutos y ¢ pH en 5.0 y se vand la cantidad de enzima ensayada de modo que se
obtuviera, aproximadamente, 13 misma canddad de radiacdividad liberada en el ensayo. Las
enximas menos activas se ensayaron a pH 6,0 ya que se precisaban en estos casos grandes
cantidades de proreina, la cual precipitz a pHs mis bajos. Por otro lado, |2 gran heterogeneidad
existente entre las diversas preparaciones de paredes de neumococo hace que e cliculo de
parimetros como la constante de Michaelis carezca de sentido, puesto que su valor variaba de

una preparacidn a otra.

Los resultados obtenidos de 1a actividad enzimirtica de [as distintas proteinas se myestran en
fa tabla {1. 5660 en el caso del murante E36K no se detectd activided. Los mutantes DK y DIH
mostraron una actividad muy baja, aunque derectable. Las enzimas DYE y DSN conservan una
acrividad de aproximadamente el 2% con respecto a lz enzima saivaje. Sorprendentemente, las
enzimas mutantes E36D y E36Q mostraron una actividad del 37 y 67%, respeccivamente,
actividad anormalmente alta i, como se suponid, of residuo de ghuthmico estd implicade en la

catalisis.

5.1.3 Intr i&n de un aminodgi r

Los resuvitados presentados en el anterior apartado fueron obtenidos al sustituir fos
residuos Asp-? y Glu-36 por aminoicidos polares, algunos de ellos cargados. Para comprobar ¢!
comportamiento de un aminodckdo apolar en estas posiciones nos propusimos la sustitucidn de
los aminodcidos Asp-9 y Glu-36& por un aminoicido apolar cuys insercldn no supusiers, en
principict, un desajuste grande en |a estructura terciaria de la proteina en esta zona. El aminoicido

que se eligid para este experimento fue ta alanina. Al mismo tiempo, se pensd en ka construccidn

de un doble mutante [Ala-9, Ala-36] en el cual se habrfa eliminado por completc la posible

implicacion de los dos residucs icidos en el mecanismo.

Los oligonuciedtidos disefiados para la obtencion de los mueantes Asp-9—Ala (D9A), Glu-
36—Ala (EISA} y el doble mutante (09A, EI6A) se muestran en la tabla || En ¢l experimento
de mutagénesis dirigida se hibrids el DNA de cadena simple de M13 que contenia el inserto Xbal-
Sphl con los dos oligonucledtidos al mismo tempo, lo que permitid ef sislamiento simuitineo de
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TABLA |2. Actividad enzimitica in vitro de las protsinas mutadas en los aminokddos

¥ y 36 de |a lisoxima CPL}
Aminoicido
Mutante 9 36 cpmi Enzima (ng)  Actividad (%)2
Nativo Asp Glu 75t 05 100
101{D9E) Glu Glu 1266 S0 1.7
11 1{D9K) Lys Gl ND? - <0,00001
1 13(O9N) Asn Gl 9 17 1,2
§ 3I(DYHY) His Glu 3180 5400 0.00082
| 314(DoA) Al Glu 108} 570 0.i
205{(E3D) Asp Asp 275 0.5 37
11YEIN) Asp Gln 440 0,45 &7
2T(EIEK) Asp Lys 3063 3600 0,00134
304{E36R)  Asp Ala 69 5 50
308 Ala Alz 324 5000 0.000144
(DA, EISA)

1 Radiactividad liberada en e} ensayo. Lay condiciones fueron: Tampbn acetato 25 mM, pH 5.0,
30 minytos, 37eC

2 Actividad con respecto a 1 proteina nativa.

3 N.D.: No se detectd actividad en ningin caso.

4 Ensayo realizado en tampén fosfato 20 mM, pH 6,0 durante 24 horas.
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ips tres tipos de mutantes en un solo experimento. Se siguid el mismo procedimientd descrito en
el apartado anterior parz la obtencibn de ias proteinas mutadas. que se purificaron de! mode
usual. Los resultados de i acdvidad enzimitica se muestran en |z tabla 12 Ei resulaado mis
irnportante fue el hecha de que e musante EI6A posela un 5% de actividad con respecto 1 s
enzima nativa. Asimismo, o mutante D94 tene un 0,1% de actvidad. £} doble mutante Ala-9,

Ala-36 posee yna actividad extremadamente baja aunque dectacrable.

§.2. Anilisis estructural y funcionai de las proteinas mutantes

La pérdida de acuvidad enzimitica de l:5 proteinas mutanies puede atribuirse a diversos
factores, como pueden ser ia variacidn ge Izs condiciones dptimas del ensayo © la aparicidon de
cambios conformacionales que dificuiten el proceso catlivco. Para comprobar I3 primera
hipotesis, se estudid ia dependencia de ik actividad con respecto al pH. Al realzar estos
experimentos 58 pudo comprobar gue, al igual que la enzima salvaje, todss las enzimas tenian el

maximo de actividad a pH 5.0

Para determinar en qué medidz las mutaciones introducidas es la lisorima CPLY podran
haber criginade un cambio canformacional en la proteina que fuera responsable de '2 pardida de
actividad enzimiucy se realiraron espectros e dicroismo circuier de todas las proteinas
mutantes. Tan sdlo las enzimas DY ¢ E30¥ pyrecen tener una estTructura ape diferente 3 %
proteina natva {figura 38), mientas gue e resto de las proteinas muwanies né presentada

variaciones significativas.

5.1, Actividad de las proteinas mutzntes in vivo

Aunque los enszyos in vitre demostraban que la mayoriz de [a8 proteinas mutantes
conservaban cierto grado de accvidad sobre paredes aisladas de neumococo, uma prueba
concluyente sobre 13 actividad real de e3tas proteinas serfa su ensayo i viv. Los experimentos de
este tipo que se realizan en el sisrema de § pneumonice se denominan “curacidn fenotipica”
{Tomasz y Waks, 1975), y consisten en la adicidn exdgena de enzima luca a cultivos de cepas de

neumococo con o fenotipo Lyt”, es decir, incapaces de autolisarse al finat ce 1a fase exponencial
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FIGURA 38, Espectros de dicroismo circular en la regidn del ultravioleta lejano de la proteina
CPLI nativa ( ), el mutante DK (—~-—- )y el mutante E36K (- - - - - ).
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de crecimiento, y posteriormente determinar la posible autolisis provocada por 2 adicidn de
enzima. En fa figura 39 se muestra ¢f experimento de curacion de iz cepa M3 de neumococo
por 12 enzima nativa y los mutantes 360 ¥ E36D (los mds activos in vitro). La cantidad de enzima
necesaria para provocar fa sutolisis tue mucho mayor en el caso de 12s proteinas mutantes que an
¢l de 12 proteina nativa. Se puede concluir de estos experimentos que los mutantes E36Q y E36D
mantienen un 13% y un 5%, respectuvamente, de capacidad curotive con respecto i ia lisozima
nativa. Con este experimento se demostrh que, aunque con una eficienciz mucho mis baja, estos

THUTANTES POSEEn Clividad in vive sobre neumococo.

5.4, Requerimiento del componente peptidico del peptidogilicano para la

actividad litica de la lisoxima CPL}

Con objeto de dererminar la mportancia de ka presencia de kos péptidos que componen el
pentideglicano de neumococo para fa actvidad erzimicica de lx lisozima CPLI, se procedid en
primer lugar a i3 digestién de paredes de § preumonice marcadas con colina radiactiva con la
amidasa LYTA, con lo que se separa el componente peptidico dei companente glicimico (figura
3B). Los productos de degradacion se cromatografiaron en una columnaz de Sephadex G-75
como describen Garcia y cols. (1987) y se recuperd la fraccién radiactiva que aparecia en ef
volumen de exclusidn {figura 40) correspondiente 2 Ja cadena glicinica sin el pépride. La posterior
digestidn de esta fraccidn con lispzima CPL! no produjo tambios significativos en el patrdn de
elucidn en Sephadex G.75 (figurs 40). Como 13 amidasa LYTA, después de fa primera digestibn,
podria encontrarse todavia unida a ios residvos de colina de los dcidos teicoicos de la pared,
dificultando de este modo 13 interaccidn de 'z lisozira con #1 aminoalcohol, el producto de la
dhgestibn con la arnidass se tratd con coling libre © bien se sorretd a una desnaturalizacidn
térmicy {750C) con abjeto de disociar iz posible enzieny umdz 3 {2 cadena glicinica. Sin embarga,
ningung de estos tratamientos permicé la digestidn por 2 lisozima CPLI, por lo que habriz que
concluir que la presencia del péptido es necesaria pars que la lisozima pueda llevar a cabo s

accién hidrolitica.
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FIGURA 19. Experimento de curacion fenctipica de neumococs con lisozimas CPL1 mutances.
La cepa M3) de neumococo se cultivg 2 379C y se regiscrd la nefelomecria del culdvo: &— .
control de M2 sin adicibn exégena de enzima Wdca; (o---0), adikcidn de CPLI naciva a una
concentracion final de 39 ng/ml (25 unidades/ml); (#-——e), adicibn del mutante E360 (300
ng/ml, 75 unidades/ml); (4---4), adiibn del mutante E36D (800 ng/ml, 200 unidades/mi).
Todas las enzimas se aRadieron al cultivo a los 40 minutos.
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FIGURA 40. Degradacidn secuencial de 1a pared de neumococo por 2 amudasa LYTA y la
tisozima CPLL.

Paredes aisladas de neumococo marcadas con colina radiactiva fueron digeridas totalmente con
amidasa LYTA como se describe en el apartado B.1.3. de Materiales y Mérodos. Tras detener la
reaccion, kos productos de la digestda fueron posteriormente cromatografiados en una columna
de Sephadex G-75 (&—s), recogiéndose fracciones de 1,44 m! y contando la radiacrividad de
0.4 ml de cada fraccion. Las fracciones recogidas entre los |9-25 mi de eluido (correspondientes
al volumen de exclusidn) se dializaron y liofilizaron, volviéndose 2 disciver en 300 ul de ampén
SPSH mis 200 ul de tampén fosfato 20 mM pH 6,0 y afladiendo una cantidad en exceso de
lisozima CPLI. La digestidn se llevd 2 cabo durante 16 horas ¥ se procesd como se ha descrite
anteriormente (0--~0}, Vo, volumen de exclusidn; ¥V, volumen total.
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& APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS ODOMINIOS C-
TERMINALES DE LAS PEPTIDOGLICAN-HIDROLASAS DE 5. PNEUMONIAE

&.1. Fusiones del dominio C-terminai de a fisozima CPLI con ia B-gaiactosidasa

La importancia de la B-galactosidasa en distintos procesos industriales, y su empleo en
técnicas de ingenieria genética como marcador genético (Young y Davis, 1983} o como
elemento establiizador en fusiones con otras proteinas (itakura ¥ cols., 1977; Goeddel y cols.,
1979) ha significado el desarrolio de vectores que contienen el gen JocZ en una variedad de
construcciones que faciitan fa obtencién de proteinas hibridas con ia 8-galactosidasa (Casadaban y
cols., |983). Debido 1 1a importancia de esta proteina v a la facilidad de manipulacibn genérica del
gen JocZ, se eligid aste sisterna para comprobar si Jas proteinas hibridas que contienen el dominio
de reconocimiento de colina pudieran ser purificables en un soio paso en columnas de DEAE-

celyiosa (apartado 1.2.).

X imien lin. idn N-termingl

Uno de los vectores desarrollados para producic fusiones con fa O-galactosidasa, el
plismido pMC 1871, contiene el gen lacZ excepto los nucledridos que codifican para los primeros
7 aminoacidos de 1a proteina [que no son esenciales para su actividad: Casadaban, 1983). El gen
locZ se encuentra precedido en este pldsmido de una secuencia de clonacidon maltiple (figura 41) y
carece de promotor, por io que sblo izs colonias que Heven el pidsmido que contenga una fusién
con un promotor adecuado tendran color azul cuando se cuitivaran en placas conteniendo X-
GAL. La construccién del plismido pCMI6, que contiene una fusidn del dominic de unidn a
colina de la lisozima CPLI (C-CPLI) con la B-galactosidasa se Hevd a cabo como se muestra en fa
figura 41. El plasmido pCML, que codifica para el dominio C-CPLI {apartado 3.).1.) (Sanchez-
Puelles y cols., 1990), se digirid con BspHl y sus extremos se hicieron romos con et fragmento
Klenow de Ta DNA polimerasa | d¢ E. cofi. De este modo se obtiene la secuencia del gen que
codifica para el dominie C-CPL1 junto con los promotores fpp-oc (Inouye y Inouye, 1 985). Por
otro lado, el plismido pMCI871 se digirid con Smaof, en donde se insertd ef fragmenco BspHI del



132

RESALTADOS

FIGURA 41, Construccién del plismido pCM1 6,

Enzimas de restriccidn mostradas: Bs, BspHE E, EcoRl; P, Pstl; X, Xbd. Se muestran las
secuencias de nucledtidos y las correspondientes secuencias de aminodcidos de las regiones de
interés. En trazo grueso se representa el gen ¢-cpif y en trazo rayado el gen locZ,
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piismide pCMI, creindose de este mode una fusibn en fase con el gen JocZ. Asi, la region N-
terminal de 13 proteina hibrida corresponderia al dominic de unibn a coling C-CPLI, mientras que
a regidn C-terminal ba constituiria la B-galactosidasa. La mezcla de ligacibn se usé parz
transformar células comperentes de E. coli TGI. Las coionias con ef piismido recombinante
pCMIE mostraron color azul cuande fueron incubadas en placas con X-GAL. La precisidn de la

construction se puso de manifiesto mediante andlisis de rescriccion.

Uno de los clones recombinantes E. coi TG1 [pCMIE6) se cultivd a 37°C hasta que la
densidad Sptica ded cultiva medida 3 550 am flegd 3 0.2, El induceor IPTG se ahackd entonces en
una concentracion de | mM y se prosiguid [3 incubacibn durante & horas. Los extractos
bacterianos fueron analizades mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
SOS (figura 41), observindose la hiperproduccidn de unz doble banda de M, = {20.000. Estos
extractos se purificaron en DEAE-celulosa mediante elucidn especifica de la proteina con un
tampdn conteniendo colina al 2%, igual que se habia descrito previamente para la purificacién de
las enzimas liticas dependientes de colina y sus dominios C-terminales {apartado 2.1.2). Se
observé gue, de igual manera que la proteina C-CPLI, la proteina de fusibn C-CPLI-B-
galaciosidasa precipicth tras la didlisis ¥evada a cabo para ebminar el NaCl y Ja colinz del tampén
de eiucidn, si bien pudo redisolverse en un tampén conteniendo colina 70 mM. La proteina
purificada se obtuvo con un rendimiento de 15 mgiioro de cultivo, y poseia una actividad de B-
galactosidasa en yn orden de magnitud comparable a la descrita para la B-galacrosidasa nativa
(aproximadarments 300.000 unidades/miligramo de proteina) (Miller, 1972).

Para comprobar si iz proteina hibrida podia ser inmovilizada en DEAE-celulosa sin perder
actividad, se cargd en colurnna un extracto de E. cofi TG [pCMI6] cultivado en las emismas
condiciones que en el apartado anterior. Después de favar exhaustivamentce la columna con |5 M
de MaCl, se ensayd la actividad B-galactosidasa retenida en la columna, ¥ por Uitimo se eiuyd la
proteina de fusibn con <colina. Aproximadamente 5.5x10-5 mg de proteina pudieron
inmovilizarse por miligramo de DEAE-celulosa, si bien las condiciones de inmovilizacién son

susceptibles de ser mejoradas com roda seguridad. Dado que se pudieron valorar 115
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FIGURA 41. Produccién de |2 enzima hibrida C-CPL!-B-galacrosidasa.

Calle A, extracto de £. coff TGI [pCM 1 6] cuftivado en ausencia de IPTG; galie B, extracto de un
cultivo inducide con IPTG | mM; calle £, proteina hibrida C-CPL]-B-galactosidasa purificada por
DEAE-celulosa; calle D, marcadores de peso melecular. El gel de electroforesis era del 7%.
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unidades/miligrama de DEAE-celulosa, esta implicaba que la enzima inmovifizada reteniz un 65%

de actividad con respecte a 2 proteina pura,

A i ing hibei -, i -C-CPLY
G-termingl)

En la construccidn del plismido pCMI6 hay que sefalar que el dominio C-CPLI conserva
sus propiedades funcionales de afinidad por colina y sus andlogos aunque se encuentra en la regidn
N-terminal de la proteina quimérica. Comc resultaba interesante comprobar el papel del dominio
C-CPLY en la posicidn C-tarminal de una proteing de fusion, se procedid a la construccibn del
plismido pCMI I, que permitiria la produccidn de una proteina hibrida B-galactosidasa-C-CPLI,
que posee los eiementos funcionales invertdos en su posicibn con respecto a ia construccidn

anterior.

Ei plismidc pCM| fue cortado en el sitio Unico EcoRi que se encuentra en el inicio del gen
que codifica para el dominio C-CPLI (figura 43), haciendo romos los extremos cohesivos
resultances. Asimismo, e plismido pMC931 {Casadabin y cols., 1983) fue cortado con las
enzimas BamiHl y EcoRl, haciendo tambign romos sus extremos. De este mado se obtuvo el gen
JocZ. Puesto que se ha descrito previamente que las inserciones en el sitic EcoR! del gen focZ
generan una proteina inactiva (Young y Davis, 1983), era de esperar que la proteina de fusidn
también lo fuera. Con 12 mezcla de ligacidn se transformaron células competentes de 12 cepa
JMB3 de £. cofi. Las colonias con el plismido recombinante pCMI1 presentaban color arul en
placas con X-GAL debido a un proceso de g-complementacibn con fa B-galactosidasa delecionada
de la propia cepa. Cuando se transformé 12 cepa MCI116 con ei plismido pCMI I todas las
colonias con el plismido eran blancas, pLesto que ¢5ta cepa posee una delecidn total del gen lacZ

¥ no existe, por tanto, posibilidad de a-complementacion.

El cultivo de la cepa recombinante y la induccidn de la expresion del gen de ia fusidn fuercn
exactamente 1as rmismas que fas que se utilizaron con i3 proteina de fusion C-CPLI-B-
galactosidasa {apartade 6.1). Cuando los extractos de E. col JMB3 con el plismido pCMI | se
analizan en SDS-PAGE (figura 44), se observa una apreciable produccidn de proteina hibrida. Sin
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FIGURA 4. Construccion det plasmido pCMi .
Las enzimas de restriccion sefialadas son: 8, BomHl; E, EcoRl; P, Pstl; X, Xbal. En trazo oscuro
se representa el gen c-cpll y en rrazo ra)rado el operdn de la lactosa. Se muestran ademis las

secuencias de nuclebtidos y las correspondlentes de aminodcidos en donde se lleva a ¢cabo la
fusidn.



RESULTADCS

— 200,0

T — 16,2
———— ——

—— e o7.4
S— =

- — ——'- -— 66,2

) __a ==._.’..... "— 45,0
W
___ A

FIGURA 44. Produccién de la enzima hibrida B-galactosidasa-C-CPLIL.

Calle A, eluide con SDS at 2% de la columna de DEAE-celulosa donde previamente se habia
aplicado un extracto de £. coli (MBI [pCMI1): calle B, extracto de la misma cepa cultivadz en
presencia de lactosa 1%, calie C, extracto de la misma cepa cultivada en ausencia de inductor.
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embargo, cuando se intentd purificar la proteina de fusitn en DEAE-celulosa, se pudo comprobar
Que 3 reteniz en i cokumna de tal modo que no podia ser eluida ni siquiera con altas
concentraciones de colina. Tan s&lo se pudo elusir de la columna con SDS. Las razones de este
hecho son desconocidas, aunque uma posible explicacibn es que esta proteina en concrerd
adquiera, cuando estd unida a la resina, una conformacidn tal gue impida el acceso de las
motbculas de colina al dominio dé unidn 1 colina y por ranto la competicidn con los residuos de
DEAE.

6.1. Construccibn de una proteina de fusién C-LYTA-TcRAS.1

L2 cadena B de la linea jurkact det recepror de chiulas T (Wilson y cols., 1988} consta de
una regidn variable, otra constante y dos zonas que las separan {0 y §). Con oblero de obtener
anticuerpos que reconociesen las xonas variable, D y | del receptor (proteina TcRBB. 1) se ided Ja
construccibn de una fusidn entre estz proteinz y el dominio C-terminal de fa autolisins LYTA de
S. pneumonioe (C-LYTA). La proteina C-LYTA posee caracteristicas estructurales y funcionaies
similares a [as de Ja proteina C-CPLI, o que ie convierte en otro candidarg vilido 2 fa hora de
construir proteinas hibridas purificables por DEAE-celulosa. Ls especial distribucidn de sicios de
rescriccion  del plismido pCEt7 (Sinchez-Puelles y cols., |990) le hacia especialmente atractivo
para construir la proceing de fusion C-LYTA-TcRB8. |, Esee plismido expresa el gen ¢-fytA bajo &

control de los promotores ipp-lac {(Inouye e Inouye, | 985).

A parur de una genoteca de <UNA de linfocitos T humanos se obtuvo e plismido
pTcBBRS (figura 45) (Santiago Rodriguez, comunicacidén personal). Esie plasmido contitne et gen
que codifica para ia proweina TeRA8.1 con la secuencia del peptido sefal de |9 aminoicidos. E)
plasmido se digirid con Neol y Hindll, las mismas enzimas con las que se digirid & plismido pCEL7
(figura 45). Con la mezcla de ligacidn se transformaron células competentes de E. cof DHI, y se
seleccionaron por andlisis de restriccidn s colonias que poseian el plismido recombinante
pCE3910. Los clones positivos producian unz proteina de fusidn (M, = 43.000) coma se pudo
comprobar mediante el procedimiento de "Western-biot” por hibridacion con anticuerpos anti-
C-LYTA (datos no mostrados). A pesar de conzar con los promotores fppP-5 y kocPO & inducir la

expresidn con lactosa ainguna de las colonias analizadas hiperexpresaba el gen de fusidn.



139
RESULTADOS

M ]
E 5-—TCT GGC ATG GAC -~ 3'
O\ B Neol
{4, kb)
+Bal & A M v
+Smel ' '
1 T4 DA figasa 5---GeC GCC ATG GTA - 3

l‘l’4 ONA ligoso
pp-5

FIGURA 45. Construccién del plismido pCES39E.

Las enzimas de restriccidn sefiafadas son las siguientes: B, Bafl; Ba, S8amHl; €, EcoRl; H, Hindill;
N, Neol; §, Smat; X, Xbal Se muestran las secuencias de nucledtidos y fas correspondientes de
aminodcidos en fas resicnes de fusifin
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Suponiendo que ia posible toxicidad de la proteina quimérica hubiera inducido la seleccién de los
clones menos productores, se procedid a (2 subclonacidn del fragmento Xbol-Bomil del plismido
pCEIZI0 en e mismo lugar del plismido pINII-(jppP-5)-Az (Inouye e Inouye. 1985},
construyéndose de este modo ¢l plismide pCES3%! (figura 45} y transformando células
competentes DH| . En este nuevo intento se obtuweron recombinantes hiperproductores por
induccion del cultivo con lactosa, aunque sdlo en un 25% de los recombinantes analizados (figura

46), lo que parece indicar que su toxicidad seiecCiona los clones no productores.

1 Pyrificaci l ina hibri LYTA-T

Cuando ios extractos de cultivos de E. cof DHI [pCES391] inducidos con factoss se
centrifugaron con el objeto de eliminar fos restos celulares del proceso de sonicado ¢ en el
tratamiento con French-press, se observd que en el precipitado permanecia 12 mayor parte de 12
proreina de fusion. La proceina podia precipicarse con ¢ mikmo rendimiento por cencrifugacibn
del extracto a bajs velocidad (100xg), y sdlo podia disolverse por medio de agentes
desnaturalizantes cemo ei SDS o el cioruro de guanidinio. Todos estos datos nos fleviron a
pensar que ia proteina quimérica formaba cuerpos de inclusibn, extensamente descritos en 12
liceraturz (Marston, 1986). Para confirmar esta hipbtesis, sa procedid al andlisis al microscopio
electronico de las células productoras de 1z proteina, Como se puede apreciar en las fotografias
(figura 47), se forman cuerpos refringentes que inicialmente se ubican por toda la céhuta pero que

finalmente s& acumulan en uno de los polos de ésta.

El tratarmiento de los cuerpos de inCiusibn para solubifizar y recuperar en forma natva la
proteina de interés se hace habituaimente con agentes desnaturalizantes seguido de un
procedimiento de renaturalizacion. Sin embargo, ios :nétodes de solubdizacidn utilizados coma el
tratamientd Con sosa, urea, clorure de guanidinio y detergentes (Tritdn X-100, DOC) no
produjeron resultados satisfaceorios. La inzubacion del cultivo bacteriano a temperaturas de
30°C o menores, asi como la eliminaaidn del inductor en ¢l cultivo evitd 12 formacidn de fuerpos
de inclusion, pero la produccidn de protema era muy escasa. Por todo elio, se abandond ia idea
de purificacin en la resina de DEAE-cehulosa y se procedid a la electroelucion de [a proteina de
geles de poliacrilamida-SDS. Como lo que se pretendia era la obzencidn de anticuerpos que
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FIGURA 46. Produccidn de 1z proteina hibrida C-LYTA-TcRB8.1.

Calie A, extracte de E. cofi DHY {pCES391] cultvado en ausencia de factosa; galie B, extracto de
fa mismz cepa cultivada en presencia de factosa 2%; galle € sobrenadante procedente de la
cencrifugacion del extracto a 108 x g; calle D, precipitado de la sedimentacidn anterior disuelto
en SDS 2%, calle E, proteina C-LYTA-TcR3B.1 purificada por elecroelucion de geles de
pohacrilamida-$DS; ¢atie F. marcadores de peso molecular. El gel de electroforesis era del

121,5%.



RESULTADOS

FIGURA 47. Acumutacion de la proteina hibrida C-LYTA.TcRG8. | en £. coii.

En fa fotografia se muestran cefulas de E coli DRI [pCES391] cultivadas en presencia de lactoss
2% y recogidas al final de la fase exponencial de crecimiente. No se procedié 2 corte ni uncion
alguno,
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reaccionaran con la proteina TcRB8.1, carecia de importancia el que se obtuviera la proteina en
forma desnaturalizada. Tras la recuperacién de la proteina mediante electroelucion de geles de
poiacrilamida-SDS (figura 46) se obtuvieron anticuerpos que reaccionaban con ella, inicidndose

una serie de estudios que todavia se estin flevando a cabo.
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i. UN NUEYO METODO DE PURIFICACION DE LAS PEPTIDOGLICAN-
HIDROLASAS DE NEUMOCOCO DEPENDIENTES DE COLINA

Ei requerimiento que muestra fa mayoria de las peptidogiicin-hidroiasas de 5. preumonice
y sus bacteribfagos por la presencia de colina en la pared celular de neumnococo para poder
llevar a cabo su actividad consituyd |a base del sistema de purificacidn ideado por Briese y
Hackenbeck (1985) en soportes de Sepharosa-colina. Aungue el método permita |z
purificacion de estas proteinas : homogeneidad electroforética en un soio paso, el sistema no
estaba exento de inconvenientes, como lo es su alto cosce. Por ko tanto, uno de Ios primeros
objetivos de esta Tesis fue la bisqueda de un nuevo sistema de purificacion de la lisozima
CPLE, y por extensibn, de todas las peptidoglicin-hidrolasas de neumococo dependientes de
colina que mantyviers las vencajas del empleo de la Sepharosz-colina pero que no tuviery los

inconvenientes citados.

Dado gue una de las posibles alternacivas era la blisqueda de soportes cromatogrificos
Que contuvieran anilogos de colina, se procedid 2l andlisis de l2 interaccibn de estas murein
hidrotasas con distintos znilogos de colinz. Los experimencos de conversidn de la amidasa
LYTA constituyen un sistema ripido y eficaz de comprobacidn del grado de interaccibn de
diversos compuestos andlogos de fa colina con esta proteina. Los resultados que se muestran
en fa abla 2 indican que existe un gran ndmerc de compuestos capaces de producic la
conversién de la amidasa a una congentracibn de 0,1 M, La proteina es capaz de tolerar la unidn
de andiogos con distintos sustituyentes del stomo de nitrdgeno y del grupe OH, algunos muy
voluminosas como los grupos bencilo y benzolto (compuestos E y F) aunque la exiscencia de
grupos polares como susttuyentes del nitrégeno parece interferis en ¢f proceso de conversion
(compuesto ). Ei Gnico requerimiento estructural que parece existir es la presencia de al
Mencs tres sustituyentes en el dtoma de nitrdgena, es decir, fa estructura minima necesaria
para inducir ia conversidn es Iz de una amina terclaria alifdtica. £l compuesto limite que cumple
esta condicion es la N N N-tmetilaming, la cuat es tapaz de inducir 12 conversidn de la amidasy
aunque 2 concentraciones superiores 3 fas habituaies [0.5 M) Las aminas secundanas y
primarias, como a eranolamina, no son capaces de interaccionar especificamente ton fa

armdasa LYTA, lo que esta de acuerdo con &l hecho de que, Cuando la colina de la pared
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celular de neymoacoca se sustituye por stanolaming o N-meritetanolamina, la amidasa LYTA e
incapaz de degradar el nuevo sustrato (Tomasz, | 968). Estos resulados sugieren que en el
centro © centros de unidn de coline de [a amidasa, ademis de una carga negativa que
interaccione con la carga positiva dei itome de nitrégens del ligando, debe de existir un
entomo hidrofbbico que interaccione ¢on s tres grupos metiio de i malécula de coling ¥
que 2 su ver sea o suficientemente fiexible comao para poder acormodar otros grupos mas
voluminosos. Por otra parte, ios sustruyences del grupe OH de lz molécula, o el propio grupe
hidroxiio no parecen ser relevantes en el proceso de interacgion, lo cual parece logico i se
tiene en cuenta que el sustituyente de 25te grupo funcional en {a pared celular de neurnococe

es el voluminoso polimero de ribitol {osfato que constituye el icido teicoico (figura 3}

Uno de los andloges de colina que pueden converti T3 amidasa LYTA es b NN-
dietfetanclamina (DEAE), componente de las reunas de DEAE-celulosa. La especificidad de la
interacokdn se demostrd no sHIO con el experimento de conversidn sinc con la observacion de
que fa DEAE es capaz de actuar sobre ia aurolising LYTA cuande se afade de forma exdgena a
los cultivos de S, preumonice provocando, Al igual que la coling, la inhibicidn de L amidasa
LYTA e induciendo por tanto tos mismos cambios en la morfoicgia de esta bacteria {figura 7).
Todos estos daros sugerian que la resina de DEAE-celulosa podia ser un candidato idbneo
como soporte de afinidad para la purificacidén de la amidasa LYTA. En la figura 8 se puede
comprobar cdmao la cromatografis en DEAEceldosa posibitica o purificacidn de la amicdasy
LYTA 2 homogeneidad electroforttica «n un solo paso. La proteina LYTA procedente del
extracto celutar quedd adsorbida tan fuertemente 2 la resinz que ni siquiera un lavade con H5
M de NaCi fue capaz de desprenderia de la resina. Sin embargo, el lavado con una
concentracidn relativamente baja de tofina {$,15 M) permitid la recuperacikdn de roda i
proteina LYTA, o que constituye una medida de la especificidad de a2 interaccién de la zmidasa
con el DEAE, Dada la similitud existence entre los dorminios C-terminales de la amidasa LYTA
y de la lisozima CPLI, supuestamente implicados 2n ef proceso de reconocimiento de la colina
de ia pared celutar, se procedid a i purificacidn de esta Gltima enzima por el mismo
procedimiento, obteniéndose el resultade gue se muestra en la figura %. La givcosaminidasy de
neumococoe, la enzima litca codificada por el bacreriéfago HB-3 de neumococe (Romera ¥

cols., $9%0a) y oues proteinas que se estutian en esta Tesis han sido también purificadas por
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este metodo col 05 mismos resultados. Las resinas que contienen DEAE poseen un gran
nUmero de venta) s sobre la Sepharosa-colina: estin disponibles comercialmente, no necesitan
preparacion previ: , son {icilmente regenerables y existen en una gran variedad de soportes

adernis de la celuiosa, come el dextrano {DEAE-Sephadex) o 12 acrilamida {DEAE-Bioge!),
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1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LISOZIMA CPLI Y DE sU
INTERACCION CON COLINA

Parz obiener grandes cantidades de lisozimaz CPLI se necesitaba construir un sistema de
expresidn del gen cpll mis eficaz. La conscruccidn del plasmido pCIP100 (figura 10) posibilitd
la obtencidn de la enzima con un rendimiento cercane a 15 mg de proteina por litro de cultivo
(figura 9). En el plismido pCIP 00 el gen cpl! se encuentra reguiado por los promotores de la
lipoproteina y del operon de fa factosa del vector pINHl-(IppP-5)-A3 (lnouye ¢ Inouye, 1985).
Esta combinacidn ya habla demostrada ser muy efectiva en cuanto a la hiperexpresidn de
genes aunque fa produccibn de lisozima CPLY parece ser excepcionalmente alta. Una posible
explicacidn 2 este hecho puede provenir de iz misma construccion del plismido pCIP100, en
donde se origina la formacién de un marco de lectura abierto entre los promotores y & gen
cptt. La existencia de estos pequefios marcos de lectura previos 2 ja secuenciz del gen de

interés ya ha sido descrita en sistemas de zlta expresidn de genes (Schoner y cols., 1987}

Gracias a Iz obrencién de una elevada cantidad de proteinz se pudo proceder a su andlisis
por dicroismo circular (CD}. El andlisis de los espectros de CD de la lisczima CPLI (figurz 13)
peremite un cilculo de la estruciura secundaria de la proteina, con un 9% de a-hélice, 35% de
tamina 8, 32% de giros B y 4% de estructura aperibdica, segln los parimetros de Bolouna y
cots. (I1980). La pecutiar forma del especuro en la regidn de 235-220 nm impide un ajuste
preciso en esta zona (figura |13A). El minimo que se encuentra centrado 3 230 nm es una
caracteristica que se encuentra en dos serin-proteasas, la quimotripsina (Hune y Jingersons,
1973) y la elastasa (Gorbunoff y Timasheff, 1972). La aparicibn de esta banda ha sido
explicada en base 2 la contribucin, en el primer caso, de un tripedfano, ¥ en el segundo de
una tirosing, en lugar de una contripucidn peptidica. Brahms y Brabms {1980} han analizado los
espectros de varios dipéptidos que contienen un aminodcido aromirice, determinande que ia
tirosing ¥ el riptéfane muescran una contribucién positiva 3 225 nm. Por lo tanto, la banda a
130 nm podria explicarse por {2 presencia de otr2 centrada a 225 nm debida & la contribucion
de los aminoicidos aromaticos de la proteina. Cuando la fisozima CPLI interacciona con
coling, la banda 3 225 nm aumenta de intensidad flegando incluso a mostrar valores de

elipticidad positivos (figura 12). El cambic sufrido por esta banda es concomitante con el
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aumento de intensizad observado en fa bands centradz en fos 295 nm del espectro regiscrado
en la region det vicravioleta cercano (figura | 2] donde sdlo pueden medirse las contribuciones
de rriptdfanos © de residucs ionizades de tirosing. La presancia de una banda positiva cencrada
a 225 nm es una caracteristica inusual observada en algunas proreinas como la fibronectina
(Khan y cois., 1968), la globuling insoluble en frio (Alexander y cols., 1979) y 2 Dhasa dcida
(Timashef{ y Bernardi, {%70), donde este fecho también se ha explicado de acuerdo con fa
contribucién de aminpdcidos aromidtcos af espectro. De todos modos, el espectro de CD
registrado en presencia de cofina puede axplicarse en términos de composicidn de estructura
secundaria sin tener en cuenta la interferencia de aminodcidos aromaticos, aunque para el
habriz que admitir que un 439% de I3 estructura secundaria de 3 proteing la constituyen giros B

(figurs i 3B).

La hipbtesis de fa existencia de residuos aromiticos en el sitio o sitios de
reconocimiento de colina en fa fisogima CPLI se sustenta en otras observaciones. En primer
fugar, 12 de los (S triptdfanos de fa moléculz s encuentran en {a regidn C-terminal de la
proteina, dominic que se supone impiicado en el reconocimiento del igando (Garcia y cols.,
1988}, (2 mitad de eflos forman parte del nicleo central aromdtico que se encuentra en los
sels Motivos repetidos que componen esta regidn (Garcia y cols., (988). Ademis,
importancia de fa componente hidrofobica descrita para fa interaceidn entre la amidasa LYTA
¥ (a colina (apartado anterior) parece mantenerse en el caso de (a tisozima CPLI puesto que un
compuesto come fa N-bencil-N,N-dimetifetanclamina es capaz de inducir [os mismos cambios
en &l espectro de dicroisme circufar que (2 ¢ofina miencras que [a adicién de etanolamina no
produce ningln efecto apreciable en la conformacién de (3 protefna, dato que estd de acverdo
con el hecho de que fa lisozima CPLI es incapar de degradar eficizmente paredes que
contengan este aminoalcohol en lugar de colina (Garcia y cofs., [987}. Por otra parte, fa
amisién de fluorescencia de los residuos de triptdfane (dejando aparte una posible
contribuciGn de residyos ionizades de trosina, de (a que no se disponen datos suficientes en la
literatura) se ve afectads por fa interaccidn con coling, la cual provoca un aumento en la
fluorescencia {figura 16}. Una explicacién a este hecho puede residir en Ta posibilidad de que la
fluorescencia de los residuos de triptdfano se encuentre extinguida en Cierto grado por l2

accesibifidad a ias moléculas de  disclvente o por ja cercania de grupos amino o carboxile



130
DISCUSION

protonados (Beechem y Brand, 1983} Ls unidn de la colind provocaria un cambic
conformacional que liberaria a los triptdfanos de la proximidad dei agente exdintor. De todos
modos la accesibilidad de los residuos de wiptdfzno al exterior no debe de varjar
excesivamente tras Ja unidn de fa colina puesto que no hay cambios significativos en la longitud
de onda del mixima de emisidn, indicando que la polaridad del entorno de los eriptdfanas 25
muy similar en los dos casos. Ademis, fa accidn extintora de 2 acrilamida no s¢ afecta

apreciablemente (apartado 2.4.3.}.

Los espectros de CD na sufren una variacidn significativa al incrementar [a fuerza ibnica
hasta | M en NaCl (figura 12), ni en el intervalo de pH comprendido entre & y 10 (figura 14).
Por tanto, el descenso en aczividad kitica que presenu la fisozima CPLI cuando se ensaya &n
presencia de NaCl 500 mM o a pH 8.0 (figura |1} no debe atribuirse a la existencia de
cambios conformacionales en {a enzima en estas condiciones, sing mas bien ai efecto de estos
agentes sobre el estado de ionizacidn de ciertos residues importantes para 1a catblisis © sobve
la companente elecerasticica de la interaceion con el sustrato. ba fuerza ibnica intecfiere enla
unién de colina 2 13 fisozima CPLI, ya que los ¢cambios conformacionales producidos por el
ligando revierten, en parte, en presencia de 0.5 M de NaCl (figura | 2), sugiriendo cierto grado
de interaccidn electrostitica entre fa proteina y la carga positiva de la moiécula de colina. La
unién de la colina a la lisozima CPLI es completamente reversible, puesto que tanto jos
especiros de CD de ia proteing purificada por DEAE-celuiosa y dializada para la eliminacidn de
ta colina como los de [a misma tisozima purificada por crematografia de penetrabilidad, dande

no se precisa la presencia de colfina, resultaron ser idéncicos.

Como se ha puesto de manifiesta a partir del anilisis de los resultados obtenidos por la
vatoracibn calorimétrica de la lisozima CPL) con colina a 252C {figura 18), la enzima posee un
Orice tipo de $itios, con una entalpia de interaccitn oHygg = -160,3 k) moi~1 y una constante
de disociacdn de 1.4 mM. Este valor estd de xcuerdo con los datos obtenidos 2 partir del
efecto de la concentracidn de colina sobre 12 accividad enzimduca (Nigury 19), ! espectro de
dicrofsmo circular (figura 19) y la fluorescencia de los residuos de triptdfano (figura 20). En
todos estos casos fa mitad del cambio observado se produjo a una concentracidn de 2-3 mM.

A pesar de tratarse de una alta constante de disociacion, fa lisorima CPLI mantiene una
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extragrdinaria afinidad por los residuos de dietilamincetznol en las resinas de DEAE-celuiosa.
El hecho de que la concentracibn efectiva de DEAE an la ¢olumna liega a ser del orden de 150
mM, unide a la posible existencia de varios sitios de unidon (apartado 4.4.4.; aseguraria la
saturacidn de la proteina con ligando aunque el equilibrio de interaccion no estuviera

favorecido.

Los vaiores obuenidos para los pardmetros termodindmicos asociados 2 la {formacion del
compiejo lisozima-cofina muestran que ei procesc de unidn del figando esud desfavorecido
encrdpicamente, siendo la contribucidn de fa encalpia el faccor decerminance del valor negacive

de |z energia libre.

La valoracibn de las cisteinas libres de fa lisozima CPLI sigue una cindcica peculiar. Dos
de ias tres cistenas de i3 molécula reaccionan con ef OTNB en condiciones nativas mientras
que la deteccibn de la tercera sdlo se consigue cuando se desnaturaliza la proteina. Al analizar
el contenido en cisteinas libres del dominio C-terminal de 1z proteina (apartado 4.1, de
Resultados) se observa que 12 valoracidn de su Unica cisteina se consigue (nicamente
desnaturaiizando la proteina, io que sugiere que esta cisteina (Cys-238) se encuentra oculta en
el interior de la lisozima CPL y que moléculas como el DTNB sélo pueden acceder 2 elfa

cuando {2 proteina esth desplegada.

En cuanto a la localizaciédn subcelular de ia lisozima CPL! en E, cofi, los resultados de 1a
tabla 4 parecen indicar que la proceina se ubica en la célula de un modo parecido al descrito
para la amidasa LYTA (Diaz y cols., 1989), es decir, dbbilmente asociada a ia cara periplismica
de [a membrana celuiar de E. cofi . Al igual que la amidasa, la lisozima CPL| carece de uma
secuencia cpica de un péprido seflal N-terminal que pudiera dar cuenta de! proceso de
translocacién a través de la membrana, Tampoco se observa ninguna secuencia sefal interna
como se ha descrito parz la ovoalbdmina (Pugsley y Schwartz, 1985). Los mecanismos de
secrecidn proteica en procariotas gue no involucran un péptido sefial requieren proteinas
adicionales especificas para cada caso (Holland y cols., 1986; de Graaf y Oudega, 1986}, por
ko> que 3 probable que éste no sea &l caso de la lisozima CPL en E. coli. Se trataria por tanto

de un caso pecyliar de secrecidn sin péptido sefal.
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L LA ESTRUCTURA MODULAR DE LAS LISOZIMAS CPLI Y CPLT

La teoria medular de fa evolucidn de las proteinas establece que, con respecto a algunos
procesos evolutivos, certas proteinas se encontrarian estrutturadas en unidades mis
pequefias flamadas médulos que poseen una determinads funcionalidad que se mantene con
independencia del resto de la proteina en donde estdn incluidos, permitiendo de este mode a
fa proteina adaptarse a un nuevd entornc (Blake, 1978) adquiriendo una nueva funcionalidad
mediante la captacidn o intercambio de las secuencias correspondientes a dichos mddulos por
recombinacién genécica (Gitbery, 1978). La especial distnibucion del genoma de los organismos
evtaridticos podria facliitar ¢ reordenamienzo de secuencias de DINA posibilitands asi a
aparicidn de proceinas hibridas construidas en base al intercambio de estos modulos (Atberts y
cols., 1983). El concepto de mbdulo varia segin los autores: mientras que parz Botstein
{1980} un médduio es un corjunts de genes que cumplien una funcibn biclbgica especifica, para
Doolicde (1985) ios mbdulos son secuencias de un gen que codifican para un dominio
proteico. Por Ultimo, también se ha propuesto gue los pequefios péptidos de conformacidn

definida son los mbdulos primordiales que constituyen fas proteinas (DuBose y Hard, 1989).

La comparacibén de [as secuancias de aminodcidos de las enzimas liticas LYTA, EfL.
LYTAI0), CPLI, CPLY y CPLY, {Garcia y cols., 1988, 1990; Diaz, 1991} habia conducide a
la hipbresis de que el sistema de las enzimas liticas de neumococo y sus bacteridfagos podria
incluirse dentro de la teoria modular de evolucion de las proceinas. Seglin esta hipdtesis, estas
enzimas estarian estructuradas en dos mbdulos o dominios: el N-terminal, donde se ubicariz e
centro activo, y el C-terminal, responsable de la interaccibn con los residuos de colina dei
sustrato (apartado 2.4. de la Introduccidn), La construccibn de enzimas quiméricas por
intercambio de los dominios Ny C.terminales (Diaz y cols.. 1990, 1991) significd un gran

avance en la confirmacidn de esta hipdresis.

Un primer dato que estaria de acuerdo con la estructuracion modular de la fisozima
CPLE lo constituyd la clonacibn y expresidn del dominio C-terminal de & lisozima CPL§
(proteina C-CPLI) {figura 21). El dominic C-CPLI se purificd en un solo paso mediante

cromatografia de afinidad en cotlurnnas de DEAE-cetdlosa (figura 22) al igual que ta Yisozima
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ZPLI complets. lo ¢ e indiczba que su capaciddad para el reconocimiento de colina se mantenia
intacta 2un en au-encia del dominic N-terminal. Otros experimentos confirmaron la
funcionahidad del dominio C-terminal de la fisozima CPLI en cuanto al reconccimiento de b
colina. Por una parte, la colina induce especfiicamente cambios conformacionaies en el
especrro de CD de fa proteina C-CPLI de la misma naturaleza que en la estructura de la
lisozima {figura 23), de modo que, en los dos casos, se produce el incremento de intensidad de
las bandas centradas a 295 y 225 nm. Por otro lado, la proteina C-CPLY puede reconocer la
colina de los dcidos teicoicos de la pared de neumococo y de este modo bioquear fa accién
catalitica de Jas enzimas LYTA y CPLI {cabla 5) ya que dificulta la accesibilidad de estas
proteinas al aminoaicohol. Un resultado similar se ha conseguido con ¢l dominio C-terminal de

la amidasa LYTA (Sinchez-Puelies y cols , 1990).

De igual moda que se hizo con el dominio C-terminat, se realizd el estudio estructural y
funcional de la regibn N-terminal de 12 lisczima CPL| {(proteina N-CPL1}. Este dominio se
expresd en E. cofi coma se describe en la figura 24. La prorteina N-CPLI posee un cierto
grado de acuividad litica de tipo lisozima sobre paredes de neumococo, aunque dristicamente
disminuida con respecto 2 ja lisozima entera {tabla 6). Sin embargo, la enzima N.CPL| degrada
¢on la misma eficiencia paredes que contienen coling o etanolamina en su compasicion, 1o cual
es lbgico si tenemos en cuenta que no estd presente la regidn de la proteina capaz de
reconocer el amincaicohol de fa pared. Por otro lado, los experimentos de proteoiisis
controlada de la lisozima CPL! con tripsina permitieron la obtencibn de la regibn N.termina!
intacta de la enzima {proteina Fi) (figura 26). La digestibn ctriprica de la lisozima CPL7 origina
asimismo la apancibn de un fragmenta resistente (F7) (figura 26) que también coincide con la
regién N-terminal de la proteina. Las proteinas Fi y FT son tambi&n activas aunque en mucha
menor medida que las lisozimas enteras {tabla 8). La conservacidn en estas proteinas de una
especi{icidad enzimirica rmuramidasica, como se pone de manifiesto en la figura 27A, concede
una gran importancia a 1 acdvidad enzimirtica de los fragmentos a pesar de su baja eficiencia.
De nuevo, fa actividad mostrada era indiferente con respecto a la presencia de colina o
etanolaming en los icidos teicoicos de la pared. Todos estos resultades, junto con la
produccibn por ingenieria genética de los dominios N-terminales de la amidasa LYTA (proteina

N-LYTA) y de la lisozima CPLY (N-CPLT) (Diaz, }99}) permiten afirmar con toda seguridad
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que las regiones N-rerminales de las enzimas ifticas de neumococo y sus bacteridfagos son
efectivamente {as responsabies de la acuvidac enzimioca, ¥y que pueden adguiric una

conformacién activa en ausencia de tos domimios Crerminales raspectives.

Puesto que ios dominios N y C.terminales conservan su funcionalidad en ausencia del
otro dominio, cabe considerarios como médules, segin la clasificacion de Doolittle (1985). ia
baja actividad catalitica mostrada por ios mbdulos N-terminates con respecto a las proteinas
enteras permite suponer que dichos mdduios pudieron ser en un tiempo enzimas funcionales a
las que la adquisicién del mbdulo C-terimnal zporté un aumento considerable en la eficacia
catalitica debido a que significd una mejora del sistema de reconocimiento del sestrato

insoluble, afadiendo al mismo termpo unz mayor especificidad en este proteso.

La gigestién de las lisozimas CPLI y CPL7 por diferentes enzimas proteoliticas come la
tripsina conduce en ciertos casos a la aparicion de fragmentos resistentes {figuras 26 y 29) lo
que consituye unz prueba adicional en faver de 1z exisiencia de dominios en |2 proteina. En el
caso de las digestiones llevadas a ¢abo con tripsina puede observarse que las cindticas de
degradacion de las enzimas CPLi y CPLY que llevan a la apariciba de los fragmentos F! y F7
respectivamente, es muy diferente (figura 26}. Mientras que a tempos de digestion cortos el
fragmento FI aparece libre de productos intermedios de mayor peso molecular, la aparicidn
del fragmento F7 es simultinea a la aparicidon de otros dos productos de pesos moleculares
intermedios entre este fragmento y iz lisoxima CPLT. Dado que las proteinas FI y F7
conscituyen los dominios N-terminales de lis lisozmas, fa cinérica de degradacidr debe de
reiacionarse con la estructurz del dominio C-terminal, que es el que resuita digendo. La
comparacion del tamafio del fragmento FI con e! de la proteina N-CPLI (figura 25) unide a
pruebas indirectas como la valoracidn de los grupos SH libres (tabla 7) induce a pensar que a
zona limite de proteoclisis de la lisommz CPL! por tripsing se encontraria aproximadamente
situada en la mitad del primero de los seis motivos repecdos que forman 1z regidn C-terminal
de |3 proteina {motive P1) (figura 5}. Estos resuizados estarian de acuerdo con la prediccion de
estructura secundaria que se muestra en iz figura |5 segin la cual fa regidn C-terminal seria
rica en estructuras de tipe giro B y ordenacidn aperiddica que favorecerian tebricamente la

accesibilidad de las proteasas a los enlaces susceptibles de hidrdlisis, mientras que e! dominio
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M-terminal mostra:7a una estructura mis compacta. Cabria resaltar que e o motive P! se
predice un alto contenido de giros B, de os cuales se conoce su tendencia 3 situarse en ia
superficie de las proteinas, o que sugiere que este mOTIvO Constituye una especie de linker
entre los dominios N y C-terminales y que debe de tratarse de una zona de ficil acceso para t2

tripsina

Por otro lado, la adicién de colinz al medio de reaccidn origina un retraso en la digeston
de la lisozima CPLI tanto por tripsina como por quimotripsina (figuras 26 y 29), lo que
indicaria que la colina induce un cambic conformacional en el dominio C-terminal que le haria

mas resistente a la accibn de la proteasa,

El estudio de la degradacién de la lisozima CPL7 por tripsina permite obtener otra serie
de conclusiones. La aparicibn simultinea de tres fragmentos a tiempos cortos significa da
existencia de OCres tantos sitios de proteciisis igualmente accesibles a la proteasa. Puesto que
¢l dominic C-terminal de la lisorima CPL7 estd formade de tres motivos exactamente iguales
en secuencia (M1, M2 y M3) (figura 5) cabria esperar que la tripsina actuaraz con igual
probabilidad sobre cada uno de ellos. Cada motive posee cuatro aminoacidos bisicos situados
en las secuencias Glu-Arg-Tyr, Asn-Arg-Gly, Asp-Lys-Val y Ala-Arg-Glu, En tres de estas
regiones existen aminodcidos icidos contiguos en secuenciy a los aminodcidos bisicos; esce
hecho es conocido como un factor negative en cuanto a la accibn proteolitica de la tripsina
(Mihalyi, 1972), Por tanto se puede especular con 1a posibilidad de que el dominio C-terminal
de 2 lisozima CPLY renga un escructura trilobular a causa de lz disposicion de los tres motivos
Ml a M3, con ias secuencias Asn-Arg-Gly de cada motivo sicuadas en la superficie de la

molécula e igualmente accesibles a la tripsina.

La curva de calorimerria diferencial de barride (DSC) obtenida para la lisozima CPLI
puede descomponerse en la suma de dos cransiciones (figura 31). La deconvolucitn de una
<urva ge DSC en variat generalmente es indicio de la existencia de dominios en la proteina,
cada uno de ellos con unas caracteristicas termodindmicas diferenciadas del resio (Privalov,
1989; Mevdev y cols.. |98%). La comparacidn de las dos transiciones mencionadas con los

dominios sintetizados individualmente permite asignar 3 primera de las wransiciones de la curva
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de DSC de la lisozima CPLI af dominic C-terminal puesto jue ademis éste ez
presumiblemente implicado en el reconocimiento de colina ¥ la adicion del ligando provoca i2s
cambics mis destacables en la primera transicion (figura 33}. De igual modo, la segunda de las

transiciones corresponderia al dominio N-terminal.

El perfil de absorcidén de calor de la lisozima CPL} sufre variaciones significativas en el
rango de pkf comprendide entre 6,8 y 8.0 {figura 32). La deconvolucian de las curvas posibilica
el seguimiento de los dos dominios. Asi, mientras los parametros del dominio C-terminal no
muestran cambios importantes, el dominic N-terminal parece desestabilizarse conrforme
aurmenta el pH (tabla 190}, pues la entalpia de ia transicidn disminuye dristicamente mientras
que la T, baja, €l fragmento FI parece seguir ¢l mismo comportamiento (figura 34),
poniendose mis en evidencia a pH 8,0 la asimetria de la transicién. Es interesante comprobar
que mientras la T, del fragmente Fl a pH 6,0 es de 61°C, la T, de la segunda transicion de &
lisozima CPLI completa a ese pH es de 50,79C, considerablemente inferior. Este resuitado
indicaria que la interaccién entre el dominic C.-rerminal y el N-terminal provoca ura clerta

desestabilizacién de éste ltimo cuando se encuentra formando parte de la lisozima.

La adicidn de colina proveca una estabiizactdn del dominio C-termunal, que se wtraduce
en un aumento de la Ty y de la entalpia de desnaturalizacion (tabla 9). Este dato estaria de
acuerdo con et hecho de que fa presencia de colina aumenta la resistenciz del dominic C-
termingl a2 su digestidn con proteasas {figuras 26 y 19}, La saturacién con el igando da lugar a
una curva ¢on una sola transicidn (figura 33j, 2unque no se puede distinguir entre la posibslidad
de que la proteina se esté desplegando cooperativamente o que fas dos transiciones ocurran 2
temperaturas muy parecidas. £l hecho de que & bajas concentraciones de colina se observe una
disminucién en la entalpia de la transicidn asignads &l dominicr N-terminal parece corroborsr fa
primera de las hipbtesis, puesto que la adiodn de colina al fragmento Fl no induce camines en
éste. Un caso parecido a éste ¢5 el de la hexoguinasa (Takahashi y cols., 19B1). Esta es una
proteina con dos dominios enwre los que existe una hendidura gue es donde se une s
sustrato, 13 glucosa. La union de esta moléculz provoca un acercarniento entre los dos
dominios que termina por cerrar fa hendidura en donde se encuentra la glucosa, de mode que

{a proteina funde cooperativamente con una sola rransicidn,
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4, MECAN| MO DE REACCION DE LA LISOZIMA CPLI

Los experime ntos Hevados 2 cabo por Fouche y Hash en 1978 sobre la lisorima de!
hongo Chalara conuujeron a fa formulacibn de 1a hipbresis de que dos aminodcidas icidos, el
Asp-6 v ef Glu-33 esrarian implicados en el mecanismo de accion catalivica. La comparacion de
secuencias entre |a #sozima de Chalaro y ta lisozima CPLI revelé una gran similicud en 1a regidn
amino-terminal de ias moléculas, destacindose la conservacibn en la secuencia de la Yisozima
CPLI de los dos aminodcidos dcidos presumiblemente implicados en la caudlisis (Asp-9 ¥ Glu-
36) (figura 4) (Garcia y cols, 1988). Es necesario recordar que el mecanismo propuesto por
Blake y cois (1987) para fa accidn cartalitica de la lisozima de clara de huevo de gaflina (HEWL)
supane fa participacion de un residuc de dcido aspirtco (Asp-52) y otro de ghudmico (Glu-
5).

La mutacion de los residuos Asp-2 y Glu-36 de 13 isozima CPLI conduce a una serie de
resultados diversos, peru cabe destacar el hecho de que la sustitucidn de los aminojcidos
acidos no eliming completamente 1a actividad litica de la lisozima sobre paredes de neumococo
(tabla 12}. La sustitucidn del Asp-9 por Asn origina una proteina mutante con un 2% de
actividad comparado ¢on la enzima nativa, mientras que el cambio de Glu-36 por Gln sblo
provoca un 33% de pérdida de eficiencia caalitica. Si el papel de estos dos residuos fuera tan
esencial como suponen Blake y cols. (1967) o Fouche y Hash {1978) dichas mutaciones

tandrian que haber conducido a una proteina completamente inactiva.

Desde la formulacidn de la hipbtesis de Blake y cols. (1967) {capitule 3 de la
Introduccion) {figura ), se han realizado muchos experimentos que estarian de acuerdo con &l
mecanismo propuesto, aunque otros no s ajustan al modelo. Ciertos autores (Sinnott, 1987)
no creen que e oxocarbocation intermedio del residuo de icido murimico sea lo
suficientemente estable come para poder esperar a la difusidn del grupo saliente y la entrada
de una molecula de agua, sobre 1edo cuando existe un aminodcido como el Asp-52, cargado ¥y
relativamente cercano. Por tanto, segim este modelo, el caudn reaccionaria con el Asp-52
originandg un intermedio cavalente. Aunque no hay ditos suficientes que permican dilucidar

entre los dos mecanismos, segln Sinnotk of intermedio covalente es completamente necesario
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para explicar el mecanismo de otras gixosidasas que, como la HEWL, actlan con retencion de
configuracidon. €l papel det Asp-52 en ia cataish es también discurible teniendo en cuenta ef
trabajo experimental reatizade por Malcolm v wols. {1989}, en el qual se sustituyd dicha
residuc por su amida (Asn-52) mediante musagénesis dirgida, con {0 que se obzenia una
proteina mutante que todavia conservaba un 5% de actividad con respecto 3 iz enzima nativa
sobre paredes de M. futeus. Asimismc, el trabijo tedrica de Dao-pin y cols {1 98%) sobre el
campo electrostatico caiculado en la zora alrededor det sitio active de la lisozima induce a
pensar que ia carga neta del Asp-52 no sera esencial para la actividad catalitica, puesto que las
interacciones electrosciticas en el centro acuvo, consigeradas como muy importantes en el
mecanismo catalitico, no dependerian del estado de protonacidn del icido aspirtico. Por
Uleimo, aunque ha sido postulado (Jollés y Joliés, 1 984) que en la lisozima de clara de huevo de
ganso (GEWL), los residucs Glu-73 y Asp-86 podrian corresponder at Glu-35 y Asp-32 de la
HEWL, una comparacion de las estructuras tridimensionales de las enzimas HEWLE, GEWL ¥

T4L (Weaver y cols.. 1985} mostrd que ninguno de los dos residuos Asp-86 y Asp-97 de la
GEWL se encontrarian en posiciones comparsbles a ios correspondientes Asp-52 de la HEWL
o Asp-20 de la T4L, sino a distancias considerablemente grandes y, por tanto, mas lejos def

enlace a hidrolizar,

Tarnbién existen puntos de controversia en cuanto al proceso de protonacidn del grupo
saliente (sabre el O, del residuo E del sustrato, segin [z nomenclatura de Biake y cols.,
1967}, atribuido al residuo Glu-35. Por ejempic, una parte de [a secuencia de la lisozima de B.
subtilis YT-25 es similar a la secuencia de ia HEWL que contiene a los aminodcides icidos
presentes en ei centro active (Kamei y cols., 1988). Ef examen de estas secuencias simiizres
revela la existencia de un residuo de icido aspartico de la lisozima de B. subtifis situado en una
posicidn andloga 2 la del Asp-52 de fa HEWL, pero no existe ningln aminodcide acido que
pudiera corresponder al Glu-15. De! mismo modo, no hay scuerdo sobre ia funcidn real del
aminoicido Glu-t1 de la lisozima del bacteridfago T4 (T4L), el cual segin aiguoos autores
corresponderia a! Glu-35 de ia HEWL, afirmacidn que no resulta tan evidente parz otros
{Andersan y cols,, 1981, Sinnotg, 1987), puesta que en la T4l el Ghu-11 se encuentra situade
comparativamente mis lejes del O, del residuc D, ademds de estar muy cerca de un residuo

de arginina (Arg-45), mreraccionando con él por medio de un puente salino que supondria 3
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desprotonacion dei grupo icido, Los mismos autores han sugerido 1. posibiitdad de que la
protonacidn del grupo saliente puede YNevarse a cabo por una molécula de agua, puesto que
hay espacio para eliz entre el Glu-1§ y el residuo D de ha cadena glicinica. imoto y cols (1972)
resaltan et hecho de que la lisozima es capaz de catalizar la hidrolisis de la pared celuiar a pH 9,
donde el Glu-35 se enconeraria presymiblemente desprotonado, ko que sugeriria gue e papel
de este residuo como catalizador acido no es esencial, mientras que su carga negativa z ese pH
podnia coneribuir a ia estabiizacidn del idn carbonio. De rodos modos, cabria ia posibitidad de
que el pK, defl Glu-35 pueda aicanzar vaiores mis altos gue los calculados tras la unidn del
sustrato. Por Olimo, es necesario sefialar el hecho de que las glicosidasas en general pueden
catalizar la hidrdlisis de compuestos de glicosil-piridinio en procesas en los gue la protonacidn
del grupo saliente es imposible, adquiriendo por tanto gran importancia en esta clase de
enzimas otro tipo de interacciones no covalentes ademis de las propuestas. Todos estos
datos llevan a la conclusion de que ain permanecen puntos oscuros en el mecanismo descrito

por Blake y cols (1967), a pesar de constituir uno de los mas estudiados.

Al analizar las secuencias amino-terminales de las lisozimas de los fagos Cp-1, mv| y T4,
asi como las lisozimas de €. acetobutificum, §. globisporus y Cholara (figura 4), se observa que en
todas, excepro en la T4L, se conservan los residuos Asp-9 y Glu-36 de la lisozima CPLI
Existen orros aminoacidos qua también se conservan en la misma posicion, como son Gly-26,
Lys-33 » Tyr-40. Orras posiciones se encuenzran muy conservadas. Asi, el aminocide 10 es
viling o isoleucina, el residuo 14 es en casi codos los casos una glutamina, aundue ¢n la fisozima
CPLI es una asparagina. el amingdcido 31 es isoleucing ¢ tirosina; &l 32 es isoleucinz en casi
todos los casos; ef residuo 35 es treonina excepto en fa CPLI, en donde se encuentra una
serina, por Uitimo, el aminodcido 37 es mayoritariamente una glicina. Incluso puede
£NCONLrarse una Crerta similicud entre una pequefia regidn de la T4l y el resto en la posicién
16, correspondiente al glutimico presumiblemente impicado en el centra activo de fa lisozima
de Chalora y de la isotima CPLL, si bien este aminoicido no ha sido descrito como esencial gn

i mecanismo catalitico de la lisozima del fago T4 (Andarson y cols., 1981).

Por otra parte, parece que los experimentos de Fouche y Hash (1 978) sobre el centro

activo de la hsozima de Cholors llevaron a los autores del rabajc a obtener una serie de
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conclusiones demasiado aventuradas 2 partr los resultados presentados. Lz maodificacidn
quimica de los residucs acidos de fa proteina conduce a ta perdida total de actividad, misntras
que fa misma modificacibn en presenciz de un inhibidor tompetitivo permite 13 recuperacion
de un 40% de actividad. Los andlisis demuestran que los dos amincicidos Asp-6 ¥ Giu-33 se
protegen de ta modificacidén guimnica en presencia def inhibidor, perc no demuestran gue Jos

dos sean esenciales en la catdlisis, sino que al mencs uno de ellos lo es.

En cuanto a2 la lisozima CPLI, los experimentos de mutagénesis dirigida parecen
dermostrar que el Asp-9 es un residuo muy importante en el proceso catalitico, En el mejor de
los casos su sustitucion se corresponde con un 2% de accividad con respecto a la proteina
nativa. La inclusion de un aminoicido cargade positivamente (Lys) o apolar (Ala) provoca Iz
inactivacibn total o casi total de la proteina. Sin embargo el residuo Glu-36 parece tener
mucha menos importancia en la catdlisis (tabla | 2}. E! componente estérico parece tener mis
importancia en este case que el componente de carga, pues el mutante E36Q es dos veces
mis activa que el reutante E360. Los mutances E36Q y E36D son capaces de actuar in vivo
sobre (2 pared celular de neemococo como se desprende de los experimentos de curacion
fenotipica (figura 39), aunque con una eficatia de un 0% con respecto ala proteing nativa. La
extraordinaria sensibifidad del método de valoracién enzimitica sobre paredes marcadas
radiactivamente permite cuantificar muy bajas acuvidades caraliticas {como 2 del doble
mutante Ala-9, Ala-36), las cuales habrian podido pasar desapercibidas si se hubieran seguido

otros métodos de valoracibn mucho menos sensibles.

Es necessrio sefizlar que, aparentemente, et componente peptidico del peptidoglicano
de la pared ceiular de S. pneumonige parece ser esencial en el mecanisma de reconocimiento
del sustrato por parte de la lisozima CPLI (figura 40). Los diferentes tipos de lisozimas
también presentan distintos requerimientos de sustrato (Schindler y cols., 1977). Asi, las
lisozimas de tipo ¢ y g son capaces de hidrolizar los polimeros de NAG-NAM tnto si los
residuos de dcido murdmico estin sustituidos con el péptido como si Ao io estin, si bien las
lisozimas de& TUpO ¢ son también capaces de hidrolizar polimeros de NAG (actvidad quitinasa),
al contrario que las de tpo g Las lisozimas de plantas, sin embargo, poseen una estricta

especificidad sobre oligosaciridos de quitina {poli-NAG), presentando una bija actividad sobre
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las radenas de NA 5-NAM sustituidas con pépridos © no. Por w.mo, Jas lscuimi 64 ‘agos

coma &l T4 sdlo s.on capaces de hidroiizar 12 cadena ghcdnica ali donde o residucs de icdo
murdmico e encuwneran susticuidos con el componente peptidico. Este heche indicarfa una
adapracion de la enzima al sustrato, que en este caso es ! peptdeglicanc de £. coli donde la
mayoria de los residyos de muramico estin sustituidos, EY requerimiento del péprido por parte
de i3 iisozima CPLI puede estar indicando asimismo este tipo adaptacion a la pared ceiular de

nemeColo,
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5. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS DOMINIOS .
TERMINALES DE LAS PEPTIDOGLICAN-HIDROLASAS DE . PNEUMONIAE

La extraordinaria afinidad de los dominios C-terminales de las enzimas liticas de la pared
de neumotoce por DEAE-celulosa Hevd 2 pensar en su posible aplicacidn bictecnoldgica coma
dominics que, una vez fusionados a una proteina de interés, permitieran la purificacidn de ésta.
Las ventajas de la utilizacidn de resinas de! tipo de DEAE-celulosa en procesos de purificacion
por afinidad y de inmovilizacion de enzimas son evidentes: existen muchos soportes
comerciales que contienen DEAE, es factible su ucikizacion en procesos a gran escala y son

ficiimente regenerables, por io que su emplec a nivel industrizl es muy adecuado.

El pidsmido pCMI6 (figura 41} contiene una secuencia de fusidn entre ef dominic C-
terminal de la lisozima CPLI (C-CPLI) v fa del gen JocZ que codtfica para la B-galactosidasa de
E. cofi. La expresibn del gen de fusibn esti controiada por los promotores de la lipoproteina y
dei operdn de la lactosa, o que posibilita una ale produccion de proteina (figurs 42) {Inouye e
inouye, 1985). La proteina de fusion fue purificada en un 50l0 paso en una columna de DEAE-
celulosa a partir de extractos de cukivos de E. cofi TG [pCMI 8] inducidos con IPTG. Ademnas
de la importancia de la purificacidén de [z B-galactosidasa en sl misma, el valor real del
experimento reside en la validez de la utilizacidn del dominio C-CPLI para este método de
purificacibn. La presencia de una doble banda cvando la proteina hibrida se analizd por
electroforesis en geles de poliacrilamida-S0S podria ser debido 2 una degradacién de {a misma.
Sin ernbargo, el hecho de gue ta banda inferior migrara en la misma posicidbn que k banda
correspondiente a la B-galactosidasa podriz indicar {a produccion en cierta proporcidn de ests
proteina no fusionada al dominio C-CPLI. Esta hipOtesis parece bastante probable, pueste
que. como se observa en la figura 41, en iz regibn de fusibn existe una secuencia que podria
corresponder a un sitio de unitn al ribosoma seguida dé un coddn ATG que podria acwar
cama inicizdar de la traduccidn. Para comprobar esty hipbrasis se intentd realizar el andlisis de
la secuencia N-terminal de la proteina de fusidn, si bien la proteina se mostrd resistente at
tratamiento, debido probablemente al bloquee del extremo aming-terminal. La proteina -
CPLI-B-galacrosidasa rmantenia una actividad especifica comparable 2 la descrita para la enzima

nativa (Milier, 1972). Puesto que la inmovilizacibn de enzimas es un procedimiento rnuy
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MpOrtar s er arc 508 bintecnoidgicos rHartmerer, 1 988) pareciz interesance comprobar si
la proser : de fus 1 manteniz la activicdad cuando se inmovilizaba en la resina de DEAE-
celulosa. Se obser » que un $3% de actividad enzimitica se mantenia en estas condiciones, io
que sugiere que la .12 afinidad del dominio C-CPL1 por el DEAE podria emplearse con éxito

para la inmovilizacic » de otras enzimas de interés.

Aunque en ia orotena de fusidn producida por el plismida pCMIé el dominio C-CPLE
ogupa una posicion  N-terminal, éste mantiene sus propiedades funcionales intactas. Este
resuttado demuestrz que 12 consecucion de la estructura funcionalmente éptima del dominic
C-CPL! es independiente dei o de tos polipépuidos 2 ios que se encuentra unido, lo cual
constituye una prueba mas a favor de 'a calificacion de este dominio come modulo (apartado
anterior). Mo obstante, resultiba de gran interés comprobar ef comportamiento del mbduic
C-CPLI fusionado en la posicidn C-terminal de la B-galacrosidasa. Para ello se construyb el
plasmido pCMI Y (figura 43), si bien esta construccion genera una proteina inactiva {Young ¥
Davis, 1983). La proteina de {usidn se hiperprodujo v se retuvo en la resina de DEAE-ceiulosa
inchiso favando con §,5 M en NaCl, demostrandose asi que 1a funcionalidad del dominio C-
CPLi no se habia perdids. Sin embargo, en este caso, la interaccidn con el DEAE debe
provocar en la proteina un cambio conformacional tal que impida la accesibilidad de las
molécuias de ¢olina libre al dominio C-CPLI, no pudiéndose lograr por este motivo 1a elucibn
de la proteina sino con agentes desnaturalizantes como el SDS. Este experimento, aun siendo
negarivo en lo que a la purificacibn se refiere, aporta un interesante resuitado sobre el uso de
ios dominios C-rerminales dependientes de colina para procesos de inmovilizacibn de enzimas

en columna.

Qtra de las ventajas de los dominios C-terminales de las peptidoglichn-hidrolasas de
neumococo en la produccidn de proteinas de fusidn reside en su vtilizacién como sonda de
seguimiento en los pasos de purificacidn de dichas proteinas de fusidn cuando éstas no tienen
ninguna funcionalidad medible ni se poseen anticuerpos contra ellas, ya que i se pueden ugilizar
anticuerpos gue reaccionan con el dominio C-terminal. Este es el caso de la fusidn del mbdulo
C-terminal de fa amidasa LYTA (C-LYTA] con la regidn de {a cadena § def receptor de células

T de ia linea celular Jurkatt gue contiene las regiones YaB.1. D y | (proteina TcRB8. 1) (figura
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45) (Wilson y cols., 1988). El objetivo ers la puniizacidn de estg proema pars s obtencidn de
anticuerpos que la reconocieran. El motivo por «f que (2 purificacian no pudo llevarse a cabo
por el procedimiento deseado (DEAE-ceiulosa) fuz el hecho de que 2 proteina de fusién
formaba cuerpos de inclusion (figura 47, Los cuerpos de mclusién son agregados insolubles
que precipitan dentro de la propia bacteria y que contienen, adernic de 1a proceins producida
por el plismidc en cuestidon, cuas proteinas como l2s cuatro subunidades de la RNA
polimerasa, e incluso DNA y RNA (Hardey y Kane, 1988). Es muy frecuente enconerarios
cuando se desea la expresin de proteinas euczriotas e sistermnas procariotas como E. cofi
(Marston, 1986) y pueden consttuir unz ventaja en procesos biotecnoldgicos puesto gue la
proteina de interés se encuentra en e£51oS agregados en un alto grado de pureza, y
frecuentemente puede recuperarse de éstos en forma nativa (Kane y Hartley., 1%88). la
formacidn de cuerpos de inclusidbn no depende necesariamente de la mayor o menor cantidad
de proteina producida en la célula (Marston, $986). Realmente intervienen muchos y muy
diversos factores, cada uno con una mayor o menor incidencia dependiendo de lis
caracteristicas de cada proteina en concreto. Entre los factores que pueden conducir 2 la
formacibn de cuerpos de inclysidn hay que destacar la presenciz de grupos sulfidrilo libres ¢
temperzturas de cultve que imposibilitan que !z proteinz adquiera su conformacién correcta
desde que se biosintetiza fa cadena polipeptidica. Otro motive podria ser que ia proteina se
biosintecdce con tanta rapidez que los sistemas de degradacion de [a céiula se satwren y la
protaina termine por acumularse. En Gltimo término, I3 precipitacidn de la proteina en forma
de cuerpos de inclusién va 1 venir determinada por  facilidad que tenga en conseguir su
conformacion nativa por lo que para evitar 3 formacidn de los cuerpos es necesario actuar
sobre los parimetros que determinan el plegamiento de las proteinas. Asi, una menor
temperatura de cultivo o una menor induccidn de |3 expresibn génica provocan una menor
velocidad de biosintesis de fa proteina y por tanto ésta riene mis posibilidades de adquirir la
tonformatibn correcta. £n el caso de fa fusién CAYTA-TCRBS.| sdle wna incubatidn a 259C

pudo evitar la formacidn de agregados aunque is produccién de proteina fus minima.

Una vez obtenidos los cuerpos de inciusion, la recuperacion de 12 proteina de fusién en
forma nativa pasa por la solublitacidn de los agregados, la cual se realiza frecuentemente

mediante agentes desnaturalizantes, procediéndose después a ia renacuralizacidn de fa proteina
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(Marston, 1986). “n embargo, el empiec de compunrstas como a urez, dorurg o zug e
y diversos deterge- tes no permitieron la renaturalizacion de la proteina de fusion, sor o que
se desechd la idea e purificacibn por DEAE-celulosa, cbreniéndose ia proteina en forms sura
por electroelucion de geles de poliacriiamida-SDS. Ya que el objetive era iz obtencdn de
ANTICURTPGS Que reaccionaran con |a proteina, nO revestia mayor importancia que ésta se
encontrara desnaturalizada. A pesar del contratiempo que supuse la formacibn de cuerpos de
inclusion el dominio C-LYTA se mastrd de gran utilidad puesto que permitid seguir los pasos
de purificacidn de ia proteinz de fusidn mediante técnicas de “Western-blot™ udilizando ios

anticuerpos que reconocen ¢ mbdulo C-terminal,
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Las conclussic et que se derivan de los resultades presentados en este ab

g
&
&

investigacion sen las siguientes:

I.- Existe una variedad de compuestos anilogos de colinza <apaces de interaccionar
especificamente con las pepudoglicin-hidrotasas dependientes de colina de S. pneumenioe y sus
bacteriofagos. La estructura quimica requerida es la de una amina terciaria. La hidrofobicidad de

los susticuyentes de! dtomo de nicrdgeno favorece la interaccibn.

2.- Las peptidoglicin-hidrolasas dependientes de colina de S pneumonice y sus bacteridfagos

pueden purificarse en un solo paso mediante cromatografia de afinidad en DEAE-celulosa.

3.- Segin los datos de dicroismo circular, $a estructura secundaria de la lisozima CPLI estaria
compuesta de un [9% de a-hélice, 35% de limina B, 3%% de giros B y 4% de ordenacién
aperiddica. La probable contribucidn de los aminoicidos aroméiticos en la regidn del ultravioleta

lejano dificulza el andlisis de los espectros en base a contribuciones de estructura secundaria.

4.- La unién de colina a la lisozima CPLI provoca un cambio conformacional en la proteina que

afecta a la disposicidn espacial de Ios residuos de triptdfano.

5.~ La lisozima CPLY posee un Onico tipo de sitios para la unibn de colina. La constante de

disociacion del ligando es de 2,4 mM.

b.- Las tres cisteinas de la lisozima CPL! contenen sus grupos SH libres. La cisteina 238 se

encuentra inaccesible al disolvente cuando la proteina estd en su conformacidn nativa.

.- Ei dominic N-terminal de la lisozima CPL1 mantiene su capacidad cartalitica cuando se sintetiza
&0 dusencia dei dominio C-terminal, si bien pierde la especificidad por paredes que contienen

coling en e! doide teicoico y su eficiencia catalitica es mucho menor.
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8.- Los deminios N-terminales de las lisozimas CPLY y CPL7 poseen una estructurs mas
compacta que los respectivos dominios C-rermirales, de modo que residten mis resistentes 3 la

degradacidn por proteasas.

92.- Bl dominio C-terminal de f2 lisozima CPL| rantiene su capacidad de unidn de colina cuando se

sincetiza en ausencia del dominio N-terminai.

10.- Las caracteristicas termodindmicas del dominio C-terminal permanecen pricticamente

inalteradas tanto en presencia coma en ausencia del dominic N-terminat.

11.- La colina induce un cambio conformacional en el dominio C-terminal de modo que éste se

estabiliza térmicamente y se hace mis resistente al ataque por proteasas.

12.- La desnaturalizacidn térmica del dominia C-terminal de fa lisozima CPL! &5 irreversible, en
tanto que la torrespondiente al gominio N-terminal es parcialmente reversible, dependiendo de ka

temperatura a la que se detenga el proceso de desnaruralizacion.

13.- El aminodcido Asp-% de fa lisozima CPL| es muy impertante para la actividad catalitica de la
enzima, si bien su sustitucidn por su correspondiente amidz no ocasiona la pérdida toral de

actividad.

L4.- E] aminodcido Glu-36 de la lisozima CPLI desempefiz sOlo un papef de relativa importancia
en la cachlisis, ya que ia susticucidn de este residuc por gluraming tan solo origina fa pérdida de un

30% de actividad.

15.- El dominio C-terminal de la lisozima CPL1 mantiene su afinidad por colina cuando se fusiona
a la B-galactosidasa. 1a proteina de fusidn se purificd en un solo paso mediante cromatografia de

afinidad en DEAE-celulosa.
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Jb.- La fusidn de la B-galacrosidasa con el dominio C-terminal permité la inmaovilizacién de 13
proseina hibrida en columnas de DEAE-celulosa. La enzima inmovilizada posee un 63% de
actividad con respecto a la proteina en disolucion.

17.- Los resultados presentados en esta memoria demuestran que los dominios N- y C-
terminates que forman parte de la lisozima CPLI conservan su funcionalidad por separado, lo que
conhstituye una prueba mis en favor de L teoria modular aplicada a i evolucidn de las
pepridogticin-hidrolasas de 5, pneumonice y sus bacteridfagos.
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