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RESUMEN 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

El estrés oxidativo se ha- definido como un desbalance entre la producción de 

especies reactivas ··de· oxígeno y su desecho a favor de su producción. Dicho 

desbalance se tía' asóC::iado con el envejecimiento celular y carcinogénesis, también se 

le ha involuc~~do ·con diferentes padecimientos como. el ,A.1~Q.~ilJ}(3_r: .. e=L/t~!r~~.g~idativo 
puede dañará todas las estructuras celulares ocasion'~hdo·qúe:g'rán.?pafte de las 

funciones normales de la célula no se lleven a cabo. Por ello; todos los organismos 

tienen sistemas de defensa que les ayudan a hacer frente 'a este tipo de estrés. En 

Escherichia co/i se ha estudiado la respuesta genética al estrés oxidativo y se ha 

descrito que dos regulones están involucrados: oxyR y soxRS. Sin embargo, en fechas 

recientes se. ha .descrito la participación de algunas chaperonas moleculares en la .- .·--· -.. ·. . . . 
protección,d~ proteínas contra el estrés oxidativo, con .lo cual se ha abierto un campo 

. :;,-·. · ... '.:-, , . ; ' .·. 

de estudio ba~'iahte promisorio. En esta Tesis se,pretende avanzar en el conocimiento 

sobre la pJrt\6¡~:a~ión de las chaperonas m_o.leÓu1J~e~d¿rante el estrés oxldatlvo. 
--·,. '· ;.',' : . ·: .- ... : ... ;:,1- ' ·-:~!)>_-·:"'' - ·. ,.; ;·. /' "-,», '· .,,, 

,:;_;;)>',;. :. . .: •:- " '·-.:' .. ' - e.. ''" . ,. '.}:·~();~·· >··:· \ 
·:~· .:< >.··•· · : .::;, ,:-,;~-~~·;,fi~I;~i.~·;~(fo'~~~'};kd>/ · ··.· .·.· ... 

El trabajó-qlie se erl·esta1TesiS•demosff6Ja. protección de la enzima fermentativa 
-- .. -_· .. ;~>.:. -:-~~~-,.:~\:_;·:}·-:.: ~::.<;,;·. · __ ;:-/~(;:~.:<:'.·~---~t<IYN-:\:·:~;YJ1~-'.:.:":~~: ~; .. ::::\::\:"·:·: ;_~;~>'.·--:. , ... ,_ · · ·¡ ,·_· '.:l -: .;/.:::·_,: ·i·.';~:-;'.~.· >;. ··: ·:. ·-·~ 

etanol óxidorreductasa\(AdhE):contra~eUestrés oxidativo a través de la unión de la 
': : ___ /}'/'.~-:.~~~é'.¡~~::~~:.\'/.~~r'.,,_\?~:~:~~~~~?t~:¡?,J 0~{~'.fV(~i;th~~~~;'.c <:;_.-'-~:.'.: ... ·:-; -·. . . -.. _ -.: '. {:~:.:<:.~ ~:~/ ~;<?=<-{•\· ·' .... '_ -

chaperona molecular;'Dna~,;~ügirie?do,:.con base·en los resultadqs;obtenldOs•,,a"DnaK 

como un escud·a·:~J.!~9-·~w.r~~J'~~~~~~~~~~~~r~.&;ervó gue .. _1,ª~··•·;~'.~,~g~·~~g~~;~/;,B}~g;,";c~1f;s.· 
Hsp33, lbpA elbpBjreh.~n:ún pape.l;protec!2rdu~anteeLestre.s:q~1p.at1vo:océ:l~'ºl)ªcfº. por 

el peróxido d~··hr'dr&~~~~'.;·~0R.rg~,?~¡1~+~~¡g;·:··~.~.:·r~a1izÓ.··~~";d6i~W6f~'61g~.·b.~ryJJr~·~rJpo.·de 
investigación del Dr.'Joaquim Rós Salvador de la Universidad de Lérlda, Espáña. 

··. .. . . . .- .. . 





ABSTRACT 

Oxidative stress has been defined as the lost in the balance bétween. the 

production and disposal of reactive oxygen species favouring the productipn~ SUch 

imbalance has been associated with cellular aging and carcinogenesis, it has~lso been 
. ··.. . - . 

involved in different diseases süch the Alzheimer. The oxidative stress candamage:all 
.· . ,· .. --=-º·-~-_-·,_ '-~-~""·~---- .• ----- ---- ·--: __ ___'._ -'- - - - .-- . ----- ·' -<~:--=-. ' .. ~.-:--;:-"'--. "":. -~·.-·:- - - -

cellular structures,causing disruptioii"hÜnánycellular processes .. For.thésereasoíls\.all 

org.anisms.·.pos~e1~;·:~~.~7~~~ia;~~~~~fü·~~~;·~3~J8~tJ.~.~···~xidative, da~.~9.;.·i,-.ti'.,;i~~:~~(í~éia 
co/1, two genet1c''responses~;to~•ox1dat111e:rstress,have ... been .· descnbed:;;the 'oxyR and 

sox R s · ~~;~q~~~í0\~.11:~;!(~~~~·i!i~Efüt~8;~·11r~~mgf ~;~Jf~~Y~:~ef~·p;?:~~'.?~"if~~~i~.~~;'~~W:~~,f t~L~o.me 
molecular chaperones 1m the/protectidniaga1nst <ox1dat1ve.·• stress;•;;·Thesecf1nd 1ngs.· ha ve 

... _ : , ,--:-~ ·-i: .. ;/t:. ~-:-:r 1~;; ;j·~~:-1{:1;2~~,:-:::'.;~il?~::)t:~~~; ... \:~:~: i<~r~\:::~;t;f.i~/,'.~;::~:?: .. j~~~:~?~t : 1~!f~'~/::;.'t~:~-\ \;· \·:~·'.>,-;·:\i\: ,:_:?H~, /;T;;~:~;~-.~?;: ~;:·~.\~~r?l?'i'.~'.-; ~::<:::-:~~'.:\.· ·., .'-» ,·: · · 

opened· a .newKfiS,la rofi re·sea rcb ,:<:Thé:epr€J.senhW.o.rkH~JocüseqforttlJei·•.ur:ide,rsta nd i ng of 

the. P'º'~c1z~,~)~rf ;~11~*2;~~¡~~;~r1~~~~~d~118~',~r'd~1a,~11~~'.~ri{~~ ·· 
the P'º~:~;;~~~}~~Z~r~~~~:~~i~~~{~Jii~~f~~~¡:rl~~~i)~~~rt:::1:p:~~:::~~: 
Based on•ouc;\daté3i/[)naf<t?IS ·prppQ§€ld~; as .a;: n:iolecul9r;:sh1eld. · Add1t1onally, 1t was 

. ·· · ··,\: >-.. :.·:·;:::··:·'. <Y.2:':: _;_:t,~.'_:-:-· :)~::~1~.::If·:,:.}·><1·.> ~-·~k\.'.:>.\ .'\Vi-~-:.·,_::· ·:x:,~,:_,·i>\:-~·- :·,~·-::·; ;\;/_\:.:/,~.:_-;~t!\\ j~~ -r:(;"--T;'..'.-:."":. ;> :· .. 
obserl/ed thatJhe chaperor:i13sJ:f.tpGS,Plp8/~s~33;JbpA· aod. lbpB ha ve also· a protective 

~~~:::~;~i~~il~~~~~~!~~i~~~k~tr~~·~ltl~~r11:,:~:~ª~,p~~~~~~ ::: 
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INTRODUCCIÓN 

1.1. Escherichia coli. 

Escherichia coli es una enterobacteria Gram-negativa anaeróbica facultativa la 

cual habita en el intestino del hombre y de muchos animales de sangre caliente. Este 

microorganismo también cuenta con la capacidad de sobrevivir fuera :de su hospedero el 

tiempo suficiente para poder colonizar a uno nuevo . 

. E: co/i 'ha sido, por varias razones, el organismo modelo en el cual, ,se han 

estudiado m'Jchos de los procesos fisiológicos esenciales de la vida. Debido a su· rápida 
-· . . , ..... - '¡. . ¡ .· -· '• 

tasa de creéimiento, pocos requSriniientos nutricionales, al desarrollo. arnplio de su 

genética y a 1.a. disponihilidad;d~'la:~~cüencia completa de su ge_íl.orha/·E. ~ali es el 

organismo ·del qú~'se : óu~nt~< do~ ··¡~'·111~yor información acerca .. de,. s~)i~iologla y 

funcionamie~to. 

Los estúdi'o~ reaÍizados en E. coli han contribuido con una :gran cantidad de 
:··: ' ' . . . , ·.' . 

información fundamental con la cual se ha podido entender gran. parte¡ de la genética, 

incluyendo la naturaleza del material genético, definir a .los genes y los mecanismos 

mediante los cuales estos funcionan y se regulan. 

La secuencia completa del genoma de E. coli K-12 MG 1655 fue reportada en 

septiembre de 1997 por Blattner y colaboradores (Blattner et al., 1997). El genoma 

consiste en una doble cadena circular de DNA la cual contiene 4,639,221 pares de 

bases. Aproximadamente el 89% del cromosoma codifica para protelnas o RNA, el 11 % 

restante del DNA son secuencias intergénicas las cuales están implicadas en 

regulación, también se encontraron secuencias de inserción, transposasas, profagos y 

secuencias inusuales de función desconocida las cuales pudieron tener su origen por 

transferencia horizontal. El análisis detallado del genoma completo de E. coli dio a 

conocer que el número real de genes es de 4,401, de los cuales 4,285 codifican para 

proteínas y 116 codifican para RNAs (Serres et al., 2001 ). 
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1.1.1. Respiración aeróbica 

Las bacterias anaeróbicas facultativas como E. coli pueden crecer en condiciones 

aeróbicas o anaeróbicas obteniendo energfa de la respiración o de la fermentación. El 

0 2 (dloxfgeno) es una señal ambiental muy importante la cual es detectada por la célula 

para la i'egulación de su metabolismo, asegurando asf que solamente la vía catabólica 

adecuada para la condición sea expresada. Esta bacteria es capaz de producir al 

menos dos oxidasas terminales y cuatro tipos de terminales reductasas dependiendo del 

aceptor de electrones que se encuentre en el medio. 

En. p~esenciá del dioxfgeno sólo se usa a éste como último aceptar de electrones. 

En estas concHciones la fuente de carbono es oxidada, en el caso de la glucosa,.a través 

de la giÜcóli~is y el ciclo de.Krebs, hasta:1a.formación de C02 y H20. Los electrones 
' - ,., .. :c.'··· ' 

generados en este proceso son trélnsferidqs a una cadena de transportec.de electrones 
• • •• - • • •• ••• 1 • • ' ,- ·:.<-'.·::~->:,?:i¡~;~:(t~-~:.)~:}/- 1~~~;~-:.'.~-;·:·_·,'<': .. .- - ' - . ·: ,;:. > '·.-·-: :.~-

donde el· último aceptar de est0s;:es'·e1 :Oxigeno. Las moléculas responsables de la 
' . . ,,:. >::~_«_:··~~_;·.;~\;~_:;,:~ .. ;-.:·<~\-~;>·~-~~.-/:·'.'-.<~,-· -.> ··: ;. - . - - ' :. ._._; :,>: '. _; .. ·. ></:'·" '.">:: . 

reducción del dioxlgeno a élguáériE.· co/isondo.s quino! oxidasas.(f;ig<:1:1~;). Durante el 
.• ·' - '.- . •. ,. - . . - -· . • .. • - >·--·~.'- ' -~; ·~ • -., .- . .~- -

crecimiento en tensiones áltas de oxígeno ia .quino! OXidasa)JOj 'es expresada y cuando 
_.-- : :_ >.".- ·~ ;'.,._ i_·;··,:':::_:::> '-_~_,::· .. :::-~.::.·::.~-:--:_:···".';._'(::·-~;<-< ·"·'.·:-'. <_ 

la concentración del 02 baja hasta llegar a la microáerofHia (aproximadamente 2% de 

02), la terminal oxidasa bo3 es reemplaza por la quinoí oxidasa bd, esta últf ma tiene 1 oo 
veces mayor afin.id~d p~r el dloxfgeno que la l,Jflo~Mello et al., 1995). 

La utilización jerárquica del02 sob~~ o'tros aceptares de electrones se debe a que 

el cambio, d~' ell:~rgfa~ 1.ibre que se prbdÜ~e al degradar un substrato es directamente 

proporcional'/alS'pofeílcia] del par redo~ d~I aceptar de electrones externo, como se 

muestr~ ~i,'1~'''.1-~bia 1.1. el potencial redox que se obtiene utilizando al 0 2 es mayor que 

cualqui~rÓtr~i~'~eptor dé electrones que puede utilizar E. co/i. 
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( ihu:nsu l'il'uvuttl 

' l'cl' ,,,, l l'IJl 1 
1\cc1il( 'c1i\ + co, 

( h.:il1Hll'Cllllll ( 'itruto 

\ 
lsocitrulo 

1 
2-0xugluturuln + ('()! 

/ 
S11cci11il( 'ni\+ co, ----

Figura 1.1. Respiración aeróbica en E. coll (Splro y Guest, 1991 ). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN i 

Tabla 1.1. Potenciales redox estándar de los diferentes aceptores externos de electrones 
gue E. co/I puede utilizar. 

Pareja redox E'o (V) 

Fumarato / Succinato 

(CH3)zSO I (CH3)zS 

N03º / N02' 

02 I H20 

1.1.2. Respiración anaeróbica 

+0.03 

+0.16 

+0.43 

+0.82 

En ausencia de dioxígeno la cadena respiratoria aeróbica es modificada de tal 

manera que en estas condiciones se puede utilizar a un aceptar de electrones alterno, 

para ell9 es necesario la inducción de la ruta metabólica apropiada para la terminal 

reductasa requerida. Como ya se mencionó, E. coli cuenta con cuatro reductasas 

terminales diferentes, las cuales están reguladas jerárquicamente dependiendo del 

aceptar de electrones disponible (Tabla 1.2.). 

··, .... i 
.r; ... , j ~ , '; 
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Tabla 1.2. Redl!ccasas terminales presentes en E. coli. 
Reductasa terminal Reacción catalizada 

Nitrato reductasa (1 y 11) 

Fumarato reductasa 

Sulfóxido reductasa 

Amina-N-óxido reductasa 

-. : ."'' 

N03' -> N02' 

Fumarato -> Succinato 

(CH3)2SO -> (CH~)2S 

(CH:l)JNO-> (CH3)3N•H 

En ausencia del dioxfgeno .el. c.iclode. Kreb .. s ~s tra~Sforrnado :eri una vla no 

cíclica, en este cambio se reprime consid~'iablerri~;w~::ei,cor:fipl~j~enzi,.;,ático de la 2-

. ;xogi_9t~rato . deshidrogenasa, ... ~~9.~~fü~~)J.:;~'~,'.~}~~~~Bl*~~~~~"~il'.i'.~.·:1~:~~~[~f : .. ·succinato. 
deshidrogenasa por la fumaratóreductasa:7;El·cé)rriplejo:·ehzlmáticó.:de>.1~·· piruvato 

deshid~ogenasa es s~bstituid~ por la piruvato .for~arbT{~:s~·. [~-~~~~~¡~ dei 
1

sub'strato, 

durante la respiración anaeróbica, es convertido a. acetato, etanol, H2 y C02, ad~l'Tlás se 

generan pequeñas cantidades de succinato, formiato y lactato (Flg. 1.2; Spiro y Guest, 

1991 ). 

1.1.3. Metabolismo fermentativo 

En ausencia de aceptores de electrones, E. co/i puede llevar a cabo la 

fermentación, en este proceso los azúcares son transformados en una mezcla d& ácidos 
·~· ,,-

y no son degradados a H20 y C02 como en)a'r~spiración. Los productos mayoritarios 

de la fermentación en E. co/i son el acetato, ~tánol y formiato, también se generan 

pequeñas cantidades de succinato (Clark, 1989 ). 

La fermentación es un proceso redox, en el cual el ATP es generado a través de . ·' .,. , , ' 

la fosforllación a ni\Jel de s~bstrato acoplada a la oxidación del mismo. Por otro lado el 

transporte de electrones a una molécula receptora no está acoplado a la conservación 

energética de di ch.o proceso a diferencia de la respiración (Lengeler et al., 1999 ). 
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<iluc1~ l'iruvtun-. 11. + co, 
"'- -"*, .~ l.ac111111 "' 

l'c~ 1 
H. AcctilC.¿:~ Fonrnuto 

('() / """"" 1 ~ccl¡ito l:lnnol 
XII, 

ÜNlh):U.'l'l~llO C'itrnto 

( \ \ 
M ulu1u /\~11m1utn lsocitrnlu 

\ I 1 
2-0xoglutnroto + C'O¡ 

NO· ,1 

No~· 

Figura 1.2. Respiración anaeróblca en E. co/I (Splro y Guest, 1991 ). 

1.2. Estrés oxidativo en Escherichia coli. 

En la tierra primigenia prevalecla una atmósfera reductora y fueron. bajo estas 

condiciones donde los primeros seres vivos aparecieron en nuestroplaneJa .. /Ccm. la 

aparición de los organismosf9tosintéti.cos, aproximadamente hace 2i706<rrii11ones de 
·- - -·~ ><:' ·---- .. ' '' ' . .·. • . - , •'-.',. '' 

años, la atmósfera p.rimitiva:.comen~Ó a.sufrir importantes cambios, ya Cj~'é';'gr~dlí'aln1ente 
se fue acumulando ~I Ó2"k:r(~¡;'~~,ti1~rit~.: La aparición del 02 ocasi6ndfl~'e~6·i1'ción del 

, _·.-::~--.-~:'..\./f~;T·f.ff·0ii->.P::~~:·=~<!;-~>·_~.:'\:t · -- __ --:;: ._.._.. .. ~:-
metabolismo aeróbico 9o~~eL.cual un organismo es capaz de utilizar al dioxlgerío para 

producir energía (L~n~~l.~·~·,e/~1.)19~9) .. 

Aunque el utilizar el dioxlgeno en el metabolismo resultó beneficioso en el 

aspecto energético para los organismos, la reducción de esta molécula a H20 en la 

cadena reSplr~'ioria genera inescapablemente especies reactivas de oxigeno (ROS) 
. _._.,_ :; 

como el su.peróxido (02·-), peróxido de hidrógeno (H202) y radicales libres hidroxilo 

(HO•) los cuales pueden reaccionar irreversiblemente con los diferentes componentes 

celulares deterio.rando las funciones normales de la célula (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

7 
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El estrés oxidativo se ha definido como un desbalance entre la producción de 

ROS y su desecho a favor de su producción (Storz y ·zheng, 2003). Dicho desbalance 

se ha asociado con el envejecimiento celular y. carcinogénesis, también se le há 

involucrado con diferentes padecimientos como ef Alzheimer y la progeria (Halliwell y 

Gutteridge, 1999 ). 

. . 
1.2.1. Consecuencias del estrésoxidativo 

Actua.lrne~te e~i~t·e un~~ gr~n c'ántidad de trabajos publicados referentes al daño 
. .. -- '..:.-:.-\·.'.:-:.:L.:-'.--:}_:._:::>:-~:~~-<-::::.~· - . :_· . :-_:"_ . . ·-. . _: ._· ... ·· . 
que representaJa'.expósición.de los organismos a las ROS, por lo que se ha hecho un 

d •• • - ,,-·•''·-· -· 

gran . esfuerzo q)Q~ comprender los. mecanismos por los cuales se . producen estas 

moléculas. ~~"·;~I inet~bolismo, conocer su impacto en los diferentes componentes 
- '. . . . 

celulares así como las defensas que tienen los organismos para contender con ellas. 

1.2.1.1. Daño oxidativo a loSlípidos 

En los lf pldos laoxidación'_puede causar la formación de peróxidos lipídicos lo 

cual conlleva una dlsmin~ut'iónfeh la fluidez de la membrana, además de inducir el 

interca.mbio de fd~f6fff):1J·¿j~~;~~'-~t·f~ la bicapa y afect~~ '1a'p-~rmeabilidad de la mÍsma 

(Richter, 1987).: t-JÓ:;h~:~,:qd~fdeJ~r a un lado· que el crC>rT1bsoma de muchos organismos 

se encuentra ancléldb~1j~~'~:~r11brana, por lo que·e1 daño en lípidos puede ocasionar una 

desestablllzaciónéri.~1 anclaje del material genético (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

1.2.1.2. Daño oxidativo al DNA · 

El DNA puede sufrir mutaciones de manera espontánea a causa de la oxidación 

intrínseca de la célula, de hecho se ha demostrado que la citosina puede perder su 

grupo amino y transformarse en uracilo, lo cual puede ocasionar mutaciones en el DNA 

durante la replicación del mismo. Aún así, éstas y otras modificaciones, debido a la baja 

frecuencia con la que suceden y a los sistemas de reparación del DNA con los que 

8 
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cuenta la célula, el impacto que tienen en el organismo es poco significativo en la gran 

mayoría de los casos. Sin embargo, durante un estrés oxidativo la frecuencia con la que 

sucede estos procesos aumenta considerablemente (Halliwell y Gutteridge, 1999). 

Por otra parte, los radicales libres hidroxilo, generados durante un estrés 

oxidativo, pueden reaccionar directamente con las bases nitrogenadas en el DNA y 

formar diferentes compuestos como la 8-hidroxiadenina, 8-hidroxiguanina, 5-

hidroxiuracilo, glicol citosina, entre otros compuestos. Estas alteraciones en las bases 

propician transversiones o transiciones en la secuencia del DNA (Cooke et al., 2003). 
~ . ·... ' ,. -- .· 

AsL mismo, las hebras de DNA pueden romperse debido a las ROS y originar enlaces 

entre las bases nitrogenadas y aminoácidos de proteínas, principalmente aquellas que 
; 

interaccionan con el DNA, esto ocasiona que los sistemas de reparación del DNA no 

pueda llevar a cabo su función lo cual tiene una gran repercusión en la replicación y 

transcripción d~I material genético (Altman et al., 1995). 

1.2.1.3. Daño oxidativo en proteínas 

Las proteínas tarnqién.Ls\Jfre~ considerables daños a causa de las ROS, sin 

embargo, los est~dios\:jü~·':~~
1

::'~;~~·'~ealizado al respecto son limitados, esto se debe 

principalmente ª que ~~,11~?i1Wi~;¿'1t·~·d~ montar técnicas donde se pueda detectar con 
- . ·- '· ' .• · ·:.: ...... ·.·''- ·'"°;:'' .'-"/·.':' -/- . . .· .·- .. _,, 

relativa facilidad los pr?dücjtos~q~;1a oxidacic)n proteica. Además, en muchas~ocasiones 

el daño ª . protern~~:'.s§1,?:;;;1'~~j'.'~~:~iFt~:;~n aquellas que llevan ª cabo algu~~~·:función 
enzimática ya que ha sldó.sencillo correlacionar el daño que ha sufrido la enzima· con la 

~ .. " ',;;- .::·, .•.. ~' t'' .1 ' '. ' 

disminución de su a~tivi.dad, a pesar de ello, no quiere decir que la enzima' no haya 

sufrido algunos cambios por la oxidación aún antes de perder su actividad. 

· Los estudios que se han realizado en relación a las modificaciones que sufren las 

protelnas a causa del las ROS muestran que las prevalecientes son aquellas que se dan 

en las cadenas laterales de los residuos de los aminoácidos, como la formación de 

hidróxidos, hidroperóxidos y aldehídos (Halliwell y Gutteridge, 1999). Además, se ha 

observado que la oxidación puede causar la liberación de NH3 , a-cetoácidos, C02 y 
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hasta la escisión de la cadena peptfdica (Stadtman, 1993). Asf mismo, podemos 

mencionar de manera importante la formación de grupos carbonilo durante la oxidación 

de algunos residuos de aminoácidos como la treonina y la tirosina (Levlne et al., 1994 ). 

1.2.2. Respuestas al estrés oxidativo 

Actualmente sabemos que las células cuentan con todo un sistema de 

adecuación que les permiten contender con el estrés oxidativo. En E. coli se han 
' . ' . ~ .. " ' ' .. 

descrito: dos sistemas globales de respuesta al estrés oxidativo: oxyR y soxRS. cada 

sistema.responde a diferentes agentes oxidantes. Tanto el regulón de oxyR como el de 
-·-.··. .,. _, 

soxRS tienen la finalidad de activar a una serie de genes que codifican protelnas que 

ayudan;'-a eliminar .a las ROS, participan en la protección y reparación del ~~!erial 
genétib()·yregulan parte del metabolismo celular como la utilización del. hierrC>, .. La 

'" .. ,· ... 

descripción de dichos sistemas dio a conocer la existencia de una respuesta adaptativa 

al estrés oxid.ativo a nivel molecular ... Al parecer existen de una u ()tra manera 

mecanismos similares de réspJesta aL:estrés oxldé:ltivo a lo largo de la· ~sb~la evolutiva, 

lo cual habl~ d~ la im~Cirtá~~·ra ~ita! q~e ti~n~ pÓder cont~nder con la oxid~éión para los -, ·' : .. )', ' . . . . -. : .. ' - ., - ~ : 

organismos. 
:1···,:···. 

1.2.2.1. Regulón oxyR 

OxyR es una protelna de 34 kDa la cual presenta en el dominio amino terminal un 

motivo hélice-vuelta-hélice de unión a DNA (Zheng et al., 1998). Esta protelna se 

encuentra. en la célula como homotetrámero el cual pueden existir en dos formas, 

reducida:uo'xidada, y únicamente en la forma oxidada puede funcionar como activador 

transcripbional (Storz et al., 1990). El estado redox de esta proteína esta en función a la 

concentración de H20 2 en la célula, cuando la concentración de H202 aumenta puede 

ser censado por OxyR a través de la formación de un enlace disulfuro entre dos 

residuos de cisternas (C199 y C208; Fig. 1.3. A; Zheng et al., 1998). Hasta la fAcha se 

han identificado una decena de genes que son activados por OxyR, las proteínas que 

son codificadas por dichos genes protegen contra el daño que puede causar el H202 

10 
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eliminándolo (hidroperoxidasa 1 y alquil hidroperóxido reductasa), ayudan amantener el 
-·" - ,_._, ·- ' ' - ' 

balance tiOl~disulfuro en fa célula (glutatión reductasa, glutarredoxina 1 y tioredoxlna 2), 

protegen el DNA del estrés0 .ox)gatiyo (Dps) y evitan la generación de H~ó;-corT16 el 

represor de la internaii:Za~iÓnde'1'hler~o: Fur (Tabla 1.3.; Storz y Zheng, 2oo3) . 
. -···-~·'·~·- -··--· ··~----. .., ' .,,.,V, "i!~'"J'1l , 
! /!t.!;,} :·,~(1.:!. l . ~ 
, . .' :·J;.-2.2\2;:Regulón $OXRS 

·~~.~)J.,f~_\. 1 ~. 1 
'__ ~.~' ;_. ·~ - •• i 

El regulón soxRS responde a la oxidación ocasionada por el radical superóxido. 

La respuesta se encuentra regulada en dos pasos: el primero es la activación de la 

proteína SoxR a .través de la .oxidación de su centro hierro-azufre, y el segundo es la 

producción de.lá{pr(Jteína SoxS, la cual es el activador transcripcional de al menos 

catorce gen~·~) d~~t;c~difican para proteínas involucradas en la protección ·.al ·daño 
:.<:"- < -·-·: '.:;?l~~7.i_::h.~;~;:'~ ... ;~/i~:'<·<· . -

oxidativo (Wú'{Y<'.Weiss, 1992). Posteriormente Pomposiello y colaboradores 

(Pomposiél1b':.~f..á1., 2001) estudiaron el perfil transcripcional del genoma de E. coli 
:·_··~~-:-?:.~'~'-~::~:~~:_ \:._·: . ., . . 

durante eL;E3st~és oxidativo ocasionado por el 02'- identificando 112 genes que son 

regulados;~·n<?espuesta a dicho estímulo, muchos de los cuales no se encuentran bajo 

la regul·~~ic)n ::del sistema soxRS como /yxK (L-xilulosa cinasa), sodB (su.peróxido 

dismutasá), genes codificantes para subunidades del ribosoma, entre otros. 

La protelna SoxR es un regulador transcripcional, su peso es de 17 kDa y tiene 

un centro [2Fe~2S). Esta proteína se encuentra en la célula constitutivamente como un 

homodímero e.I cual activa únicamente la transcripción del gen soxS cuando su centro 

reducido ([2Fe-2S)1+) es oxidado ([2Fe-2S]2+) por el 0 2·- (Fig.1.3. B; Ding et al., 1996) 

Además:,de. proteger contra el daño causado por el 02'-, el regulón SoxRS 

también le confiere resistencia a la célula contra el daño que pueda ocasionar algunos 

solventes . orgánicos, especies reactivas de nitrógeno (Nunoshiba et al., 1993) y a 

diferentes antibióticos y drogas (Miller y Sulavik, 1996); de hecho se piensa que la 

activación del sistema SoxRS puede ser considerada como la respuesta a xenobióticos 

más que a estrés oxidativo (Storz y Zheng, 2003). 
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Figura 1.3. Mecanismo de oxidación y reducción de los sistemas OxyR (A) y SoxRS (B). 

Entre los genes que son inducidos por SoxS se encuentran los que codificétn para 

la superóxido dismutasa de manganeso (sodA) la cual cataliza la reducción del 0 2• .. a 

H202, la endonucleasa IV (nfo) que participa en la reparación del DNA y la glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa (zwf) la cual ayuda en la recuperación del poder reductor de la 

célula, entre otras (Tabla1 .3.). 

1.2.2.3. Mecanismos independientes 

Se han descubierto diferentes protefnas en E. coli que tienen. claramente 

funciones protectoras contra el estrés oxidativo o nitrosativo y que no están bajo la 

regulación transcripcional de los regulones oxyR y soxRS (Tabla 1.4.). En algunos 

casos. se sabe la forma de regulación de estas protelnas como las enzimas 

hidroperbxidasa 11 y la exonucleasa 111 las cuales se encuentran bajo la regulación del 

factor sigma de fase estacionaria (cr5
; Loewen et al., 1998), en otros casos se desconoce 

la forma de regulación como la flavohemoglobina Hmp la cual se ha observado que es 

inducid.a. por NO y 02 ·- de manera independiente de SoxRS (Pool e et al., 1996; 

Membrillo-Hernández et al., 1997). 

12 
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Tabla 1.3. Genes regulados por los sistemas oxyR y soxRS (modificado de Storz y Zheng, 
2000. 
Gen 

Sistema OxyR 

agn43 

a/1pCF 

dps 

fu/1F 

fur 

gorA 

grxA 

ka/G 

oxyS 

trxc 

Sistema SoxRS 

acnA 

acrAB 

f/dA 

f/dB 

fpr 

fume 

fur 

micF 

nfo 

nfsA 

ribA 

sodA 

to/C 

zwf 

Protelna codificada 

Antlgeno 43 

Alquil hidroperóxldo reductasa 

Dps 

Reductasa de hierro 

Represor de la lnternallzaclón de hierro 

Glutation reductasa 

Glutarredoxlna 1 

Hidroperoxidasa 1 

RNA regulatorio 

Tloredoxlna 2 

Aconltasa A 

Bomba de salida de diversas drogas 

Flavodoxina 

Flavodoxlna 

Ferredoxina/flavodoxina reductasa 

Fumarasa C 

Represor de la internalización de hierro 

RNA regulador de ompF 

Endonucleasa IV 

Nitroreductasa A 

GTP ciclohidrolasa 

Manganeso superóxido dismutasa 

Protelna de la membrana externa 

Gucosa-6-fosfato deshidrogenasa 

13 
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Tabla 1.4. Genes inducidos por estrés oxidativo de manera independiente del los sistemos 
oxyR y soxRS (modificado de Storz y Zheng, 2000). ----·--
Gen Protelna codificada 

hmp 

hs/O 

satE 

msrA 

nth 

po/A 

recA 

sodB 

sodC 

xt11A 

1.3. Chaperonas moleculares. 

Fiavohemoglobina 

Hsp33 

Hidroperoxidasa 11 

Metionina sulfóxido reductasa 

Endonucleasa 111 

DNA polimerasa 1 

RecA 

Superóxldo dismutasa 

Superóxido dismutasa de Cobre-Zinc 

Exonucleasa 111 

Además de los sistemas globales de respiresta al estrés oxidativo se ha d.escrito 

que el regulón de estrés térmico, particularmente la · ind~cción de chareronas 
- - ' t• .• - , .. - . 

moleculares, también es importante durante la- protección contra,dichoi~sfr.éf) (Dukan y 

Nystrom, 1998; Dukan y Nystrom, 1999). De manera importah·t~¡.'.~·~:;h~}ci~~~éiit6;~ una 

chaperona molecular cuya actividad es regulada por su est8do}t~clok{(Jak6b\et al., 
.'_ .·¡~~~· '-':_';:_f~- :.·-">;:/-~-, _-r'?"-/:-<:'~:~'.~~:'; ~:·:-:· :>'. ·.·' ' · __ -

1999), de quien más adelante hablaremos. Asl, se ha ccirnénz~Ciac·a(vis.1JITibrar>a las 

chaperonas· moleculares como un elemento importante en ia p.rotección c~htra.el:éstrés 
oxidativo. 

Para el funcionamiento correcto de las protelnas es necesario que éstas tengan 

una conformación tridimensional determinada, aunque la adquisición de dicha 

conformación depende en gran medida de su estructura primaria, el ambiente donde se 

encuentre la protefna puede influir de manera importante, ya sea para conservar la 

conformación correcta de ésta o para modificarla. A nivel celular, lo anterior tienen 

repercusiones importantes ya que al interferir con el plegamiento de una protelna puede 

significar la pérdida de su función. 

14 
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En el plegamiento de una protefna participan diferentes tipos de interacciones 

moleculares, en muchos d~ los casos ~o covalentes, como los puentes de hidrógeno, 

interacciones hidrofóbicas, enlaces disulfuro, entre otras; debido a la naturaleza de 

dichas' intera~ciones existen varios factores que pueden influir en ellas, y por tanto en el 

plegamiento ·de las protefnas, como la temperatura, la oxidación e inclusive la 

concentraclónde las mismas protelnas (Mogk et al., 2001 ). 

Los organismos han tenido que desarrollar sistemas que prevengan el 

desdoblamiento de las proteínas así como la interacción inespecífica entre si, estas 

funciones son llevadas a cabo por las chaperonas moleculares. 

1.3. 1. Definición de chaperona molecular 

. ~ "'! i 

, Las chaperonas moleculares son protelnas cuya función es reconocer a otras 

proteínas en estado no nativo y asistirlas para que adquieran su conformación funcional 

o sean degradadas. Es decir que las chaperonas son Capaces de reconocer a aquellas 

proteinas que no tienen o que hayan perdido su c'o~to/rl1abión tridimensional, la cual les 

permite llevar a cabo su función, además· de rec~no,cerl~~ 'püeden ayudar a estas 

proteínas a adquiíito re~dquirir su. confo;rilación funcional; si no es posible, las 

chaperonas las expooéfo p'ara(qüe sean.degradadas (Hayes y Dice, 1996). 
__ ,·.·~\.,-~--'¡·;-_·<.~{--;:~:>~--~-,-.~~. -

" , ·. {:-~,r~~-~-; /· .. ;:~~''"L' <,.: 
•. ~- .. '·1 ·:J.;fr.~·-:--~~i --· 

1.3.2 .. Clásiflcadón 
T ~ : -¡ 1 .'/ 

, , 

A las chaperonas se les ha clasificado en dos grandes grupos: chaperonas y 

chaperoninas. La diferencia entre estos grupos es el mecanismo mediante el cual 

asisten a las protelnas desplegadas para que readquieran su conformación funcional. 

Las chaperonas reconocen a su substrato a través de interacciones hidrofóbicas, 

el mecanismo mediante el cual actúan es propiciando un microambiente en la zona de 
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interacción con su substrato el cual le permite a este último readquirir o adquirir su 

conformación funcional (Fig. 1.4. A; Song y Morimoto, 2001 ). 

Las chaperoninas, al igual que las chaperonas, reconocen a su substrato por 

interacciones hidrofóbicas; la diferencia consiste en que la chaperoninas forman 

multfmeros con Uf!a estructura similar a la de un barril, las proteínas que necesitan ser 

asistidas son introducidas en dicha estructura y es ahf donde tienen el ambiente propicio 

para adquirir su conformación nativa (Fig. 1.4. B; Ranson et al., 1998). 

Chaperona A 
l>naK 

--&-ceJt-~& 

Chaperoni na B 

CirnEl/S 

Charo ni nas e 
C'lpXJ> ...,. 

J.on e/) __. ,,.. 

~ / ve ~ d=l{?m=]CULb 
,._ c:::::!Jt:P ~ / q1~B::!Jacfc1.\•X 

Do1nh1in di.' l>lHllinin di..' & 1Pn11111110 d1.• < '\il' C1'>0111mln ,11.• 
l'rm.'ICill'lll C'l1;.1¡1i.."111n,1 <. 'l\i1¡11.'n1ua 1 ( l'1.•p1kln,.11 1 < 'l¡,111~·mn.11 

Figura 1.4. Funcionamiento esquematizado de los diferentes tipos de chaperonas 

presentes en e, coli. 

Finalmente, podemos mencionar aquellas proteínas que participan en la 

degradación de péptidos dependientemente de ATP, las cuales, aunque no se han 

reconocido ampliamente como otro grupo de chaperonas y sólo se han descrito algunas 

como chaperonas asociadas a proteasas, tal es el caso de ClpXP y ClpAP (Fig. 1.4. C) o 

definitivamente proteasas como Lon y FtsH, tienen un mecanismo de acción y una 

estructura muy parecida a las chaperonas por lo que algunos autores les han 

denominado charoninas (Maurizi, 2001 ). La importancia de las charoninas en la célula 
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radica en que más del. 90% de la degradación del las proteínas es dependiente de ATP, 
'·.··:·-' '/~:.:i:.c é{::.•:C::'··.>,·':>: · · 

lo ql.Je implica .que parte importante de la degradación de protefnas es a través de 
• <,o-: ~:>}·;· :. \~.?~-~ -'~'-:;:~~:~,~ .. ~)'.5:f>'.-~ 7::">.:: 

charornnas (Maunzlt·~ 992); ·· 
;,;_.!_:,~·~:.: .. ', ·:··;,. ,''I ' . ''-)'; 

'. ':::' '; . ' . ~- -._, ;. ~- -. : ';_ 

' ,, ,. ', ~· ~"" ·-;),;,';f,.;~i-·2~Ü.:~·;·; 

PÓrofrélparteláschapáronas también se han agrupado en familias con base en 

el peso m61e¿~1a{·:¿;.t'1~:·T~bl~ ~ .5. se encuentran enlistadas las principales familias de . ' . '. ' - - ~ 

chaperonas de E. coli. ·· 

Tabla 1.5. Principales familias de chaperonas en E. col/ (modificado de Lund, 2001 ). 
f:arñiiJa de Chaperona en E. col/ Homólogo en Función 
chaperonas Eucarlonte 
Hsp100 ClpA Hsp104,Hsp78 

ClpB Afg3p, Rcalp 
ClpX Lon 
ClpY (HslU) 
FtsH 
Lon 

Hsp90 HtpG Hsp82 

Hsp70 DnaK Hsc70, Hsp72, Blp 
Hsc66 Ssq1p 
Hsc62 

Hsp60 Gro EL CCT, Trie 

Hsp40 DnaJ · Hdj~1, Scj1, Ydj1 

Sep JbpA, JbpB Hsp25 

Hsp33 Hsp33 

1.3.3. Funciones de las chaperonas 

Proteólisis dependiente de ATP 
Desagregación de proteínas 
dependiente de ATP 
Proteólisis dependiente de ATP 
Proteólisis dependiente de ATP 
Proteólisis dependiente de ATP 
Proteólisis dependiente de ATP 

Chaperona dependiente de ATP 

Chaperona dependiente de ATP 
Desconocida 
Desconocida 
Chaperona dependiente de ATP 

Chaperona independiente de ATP 

Chaperona dependiente de ATP 

Chaperona independiente de ATP 
regulada por redox 

La asistencia de las chaperonas en el plegamiento de los péptidos nacientes y en 

la protección de las protefnas ya sintetizadas, son las funciones básicas que tienen las 

chaperonas en la célula. Sin embargo, las chaperonas moleculares están involucradas 

en diversos procesos celulares. 

Como se mencionó, el control de la calidad de las protefnas se encuentra 

regulado por las chaperonas y no sólo por las charoninas, de hecho se ha reportado que 
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mutaciones,en:,l()~''?h.§IPf:¡~()nas específicas como en DnaK, DnaJ, GroEL y GroES 

disminuyen la.tasa d:e:·ci'eg;radación de las protelnas (Mogk et al., 2001 ). 
. . -_.,: '-'=-'~. : .. ~~:~._:~~:~~~·-~~-\ :··:'·; · ~~-7~~~~-~:~~~-L~,~~· -· :---

EldesclobÍa~Ient~!.8~~;1asproteinas y su agregación es el mayor daño que causa 

el estrés t~r~i~~.~h·kil~~rn~í~(is)l;Las chaperonas son parte vital.en:.la resp.ue.sta a éste 

estrés y es en este r¿b~á:'dón~ei 'se han realizado una impresionante cantidad de 

trabajos. s~ h~ ci;~~rit~qi:i;'-1'~;rbhaperonas ayudan a las p~rot~ínas ya sin.tetizadas a 

mantener su conformación funciOnaldurante el estrés lo que permite que los procesos 

celulares puedan realizarseaún.er:i condiciones de temperaturas altas. 

Sin embargo, la protección contra el estrés térmico no es la única función de las 

chaperonas moleculares. 

Recientemente se ha descrito que la sobreexpr~sión de peque·~as·fchaperonas 
moleculares (sHsp; §.mall }:J.eat. ~h~~k 12roteins) en'E. ú)J/· aU~~ht~n· '.!~ ;resfafencia cil 

·. : : . : ~· .. '.'·;_-.;:_·~:,;::,:t ... '. i .(f;~ .__:· _,_:~·;··. j>~-~ ·:.:_ •' ·-.~-' .,:'·:::· ;, ·. ~ : ·~: '·:: .: ;:·,. ::·<_·'.l:/·. ~é.--~·~::./<·~;,)i¡f.~Jt~.f{:-/)~:·;~·{:~~: ~'.:-:~·: ·' .. ' -
estrés oxidativo cau!:J~do;p0'1\02~,:,;(KitagaY:,á•etal.:··2000):';,pcir,,ótr6Hadó'se ha de~crito a 

- -~- ;, · : ·_; -<::.'-_;¡·:t,:~~1-;~S i~i'--:/;~~\;I,~'.;}.':7;,:::-'.~:.\·~.::t~';~~}f~.~ .~;~::~'.'~:. ~~\:\~·~ '~;;;·~;: .~~:'{ ~~-.:·-,'.,:\ :, j:·,~-'-'..~>;>-~·.:.;-:. ~ ~".:·:; _ .. <:{;~-:~.'-:- .. , - . 
la chaperona •• Hsp33~ci.iy¡:¡iJuhCié>.n ;~stá':.r~guladá',p()r,;sLI est~dO · redOx (Jakob et al., 

- .... -: · .. ~-: '.: ·: ;:,:tr:i~r<',:~\'¡~:-,r·\:.\.:·~· ,'J.~~,~ >:·~:«::~·.-:cir'"~ '{:.u.·,.: .. :. ::·;;::.;: ~~>: .... : ..... { .,~-. : ~·,~~ ....... : . . . '-. 
1999). Dicha \~h,áp~r9na.'.;pü~füa::.cq~n;~;cüáfrO residuos de clstelnas altamente 

. -... :··-~· :~ :-t:'~·;·T~~~::~-~'.~4t·~·;j;~i~""·:-c~;~',-::,~.T~·?:;'.~~,,7-;?~~<~:'"?::-··: -:<··- ·:.~-. ..- · .. : , • • 
conservadas eQ rela916n;a_ s,u~',h9niólogos en otros organismos diferentes a E. col1, la 

oxidacióh.de 1~~·~~~í'án2f~;~~·1~6'it~I~~~ promueven la formación de enlaces disulfuro los 
'· . ·:. -"/.. · ·'.>\ .. ~-~~t~~;:_:_·~:~;~:i:;~~·~:·::~: :L.\:" . : -. 

cuales regulan 1a·activ.ldá'd;de chaperona de esta protelna (Barbirz et al., 2000). Por lo 

anterior se h~; ~·fci'.~,&~~t~',~na participación de las chaperonas moleculares en la 

protección al ,e~i~i~;6~iciativo . . · ..... _,-.,-. -'·• 

-- . :.. .. ;,, . ' -.~~·.·: -

' .>·.~-~-
Por otro lado, un gran número de proteínas requieren ser transportadas a través 

;.;,1.,.-· . 

de la me'mbrana celular. Este proceso esta regulado por la secuencia de aminoácidos 

del amino terminal de los péptidos y por una maquinaria de proteínas que comprende 

tanto a proteínas embebidas en la membrana como a proteínas que se encuentran en 

su periferia, también se a observado la participación de las chaperonas en éste proceso. 
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La chaperona tetramérica SecB es un claro ejemplo de la participación de las 

chaperonas en el transporte de proteínas a través de la membrana celular, dicha 

chaperona mantiene a los péptidos que serán transportados desdoblados con la 

finalidad de que puedan pasar por el complejo del translocón. SecB unido a su 

substrato puede interaccionar con la proteína SecA la cual sirve como un nexo entre 

SecB y el translocón (Dríessen et al., 1998 ). 

Además de lo ya mencionado, existen otros procesos celulares que requieren la 

participación de las chaperonas moleculares como la degradación de proteínas (Maurizi, 

1992), la síntesis, de péptidos (Hesterkamp et al., 1996), entre otros . 
. . ;. 

.. ,,.. 
1 ::3'.4. $istema:pnaK/J 
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La chaperona DnaK d!3 E. coli es parte de la familia Hsp70, esta compuesta de 
. ~' ·' -~'· .. ,.·~,-.··.~·e··"¡ : :'.._' -, , -

dos dominios Juncionale,s;,el:dominio ATPasa, el cual abarca del residuo 1 al 385, y el 
r •' • » '- ''. ·~·'' • ¡,- • • •, 

domino .. de unión a pepJidÓs; el cual comprende del residuo 393 al 537. Un punto 

importante de dn~K .. ~·d:~76~ras chaperonas de la familia Hsp70 es el hecho que su 
• ! • '· ._ -> '- · .. , . . .-·- .! . ~ '- ' - ' -

interacción con un péptido, ya sea para unirse o liberarlo, está modulada por la unión e 

hidrólisis de ATP. La Ú~i6h de DnaK con ATP forma un complejo de baja afinid~a por su 

sustrato, en ~st~ ~~t~dJó'd~~K ~~ed~ unir y liberar un péptido en un lapso d'~')s~8undos 
e inclusive de,milise~Jndos,: .. Porot;~ lado, DnaK al hidrolizar al ATP form'a:úi'J;¡ggrnplejo 

de alta afinid~~,P~·~¡'~J~~~'~'lr~t~?~1 cual. ~~ede mantenerse unido un péptido. Só~i~ih'utos 
,. ·: '.·· : .. .:~_.::·~>'.;_::~<,~:·P':·~- ·'.· ·(;: .... ·:.> ,! .'-.'i - ·:. • - -. - .... ·.··:::;_ ,-::·_. : 

e inclusive hóras (sleperikov y Wítt, 2002). Para llevar a cabo el intercambio':'élel ADP 
:. : .·-' 1;::, ~~;l.,'.';i.· .,·:o ;", ;. 

por ATP y reanuda~.éfciclo de acción de DnaK se requiere la participación de la>proteína 
í ' ;·_,/- .. i:.~/-'. t~(~~l'.~_: 1 . -

GrpE la cual.cátalizala disociación del ADP-DnaK y promueve la unión de ATP-DnaK 

(Packschi~~'JK~Fi'1 ~97). En estos ciclos de unión y liberación del péptido se promueve 
.. ;\.·.~f:/;·t,; :<··-

su plegamiento de la proteína desdoblada. 
·-·-, 

DnaK requiere la participación de su ce-chaperona DnaJ para hacer más eficiente 
''. ;~ f' ::. 1. ·~ 

el reconocim.iento a sus sustratos. DnaJ puede unir proteínas parcialmente 

desnaturalizadas, una vez establecido el complejo DnaJ-péptido, este es reconocido por 
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ATP-DnaK y través de fa interacción entre el dominio J de DnaJ y el dominio ATPasa de 

DnaK se promueve la· hidrólisis de ATP, de esta manera DnaKforma'úh'.c9mplejo de 

alta afi~idaºd+estábili~a la unlóri' c~n su substrato (Karzai y M6Ma~k.~ri~R9~~T'7 ,·_: - · 

•·· ·, ÓnaJ'es uria:Chapero'na é!~Ao kDa que consta de cuatr~-~6-di)hib'~fr~l~6Íllinio del 
:; .. -:'.:~: .. ; .. -:·-~·--::/:··. ,-·~:~·(,--'." _.>·_:\. :, _:-::. '-'.·::::1-i~!o;:~,:~¡,\.\:\/:;:y~;o.;~.-;,y_ ·:·~-~-):-~ ·; ... :_"'": _-.. _ .... -__ :_: :-·-. :· ,;;_:~--:x:~;:f.)~1_:-tf-'~}<f~;:'tl-~i\th&/1$:i.!·_:l::..'.U/:'._\\:'.·.~'.'. 

extremó amino·.ferminal1ó':dBmlnío"'J;'~e1•.cual abarca.del resjdúó':.f:a1f7a;;:seguldo de una 
::· · ,.\,··: ·. -'-:· . ·< ·.--_-, --~-~ ··?\' ·:y'.~~:f.::~c~~->xt~~:\)~;i :~~--~}~\:!;~>: __ :_-:··:' ,_... . · : .· ;- . ,· __ :·-:.<}~::t;~::·<i{·\¿.:·:_:'.L\_;;~~;:~:- '.·>.t·;~rr.~":,~~:-~.r-~:~-:;"-//~- --- _ 

secuencia; de conexióo;c:¡u e2í;a;~d_E!ILresJdLfb ;7.9 .·.a l,.'1'42~)a ~~cual~ u ne -:a L:.dorn 1n 10.·J.~. con un 
-- --~ -.·~~~. -~'·~-O<-_:·:_-. --=o~--:_~-;~-:.::;.: :t'0--:~---T~):-.-,;-y~~'.··:_~~rt~~'./!ci;f~;!Jf!;;_'¡/fi:2~t:;,r~~:~~~: t;/;_~: L~~~.i::.;:~'.<_~~;~'.·._,=(:+f;i~::º~-'.;:;;;,.\ ~--~~\:?~ ~~~~º:d."'it;:.~:;~-~ :}.P·~~- .'i ~~/~~'.1b4~-,/t~/ \-·-~·-~ -~~- ;-
dominio· de dedos· détzincTconstitüido;p~r.)os.·residuos.·del'143 a1-,200\y;por último se 

::º,~::~:~0d1o~i~~~~~~~l~t~~~~~J~~}e.do~i~.Tt~~'~it~~~~t~·6~n~~:V~cf o y abares 

· . ;· :-1.3.5:, Sistemél'.Gr6ELfs 
. ' , .r _: r . ~ "· ; .·.· '.:;-: . :· 

. ' 
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. ·., :·,_ ... Úrzf! ..• .,. '_ . > . 
la ·cháperonina (3ro§L e~_el típico ejemplo de las chaperonas de la _familia Hsp60. 

Junto a su co~ch~p¿·~()ri~ ·GfbES tórn1ah/el'sisfema GroEL/S, el cual es el único sistema 

de chaperonas:~s·e~cial~~n.;c~~lquier:cóhcii'ción'de cultivo de E. coli (Fayet et al., rna9). 

~;c~~o~:~"R:J~11~E~i~;f ~IJ~~~;¡i:i~~~~~~~·!~fu::~~:t::~~é::mqJ;~l3~~~g~:;~ 
una estructura de barril cori~:cid~c,¿·:~~Wci&'~t::Ó~;vidades. (Bralg et al., 19if4);{1 [~ ~'~'bunidad 

. . ·. ' - · .. ··---. ' __ ,.,- . ' -.,· ., :-.<.---·- ·-

de Gro EL esta dividida en el dominio áplca1: que corresponde a los re~iduos ·191-376; el 

dominio intermedio que va del residuo 134 al 190 y del 377 al 4oa; y éi dominio 

ecuatorial, que abarca los residuos 1 al 333 y 409 al 547. La unión a los péptidos se 

realiza en la parte superior de los dominios apicales, en este dominio se forma un 

ambiente hidrofóbico apropiado para la interacción con las regiones hidrofóbicas de las 

protelnas que se encuentran plegadas inapropiada mente (Fenton et al., 1994 ). Al igual 

que DnaK, la unión y liberación de los péptidos con GroES está modulado por ATP. La 

ce-chaperona GroES en un homoheptámero de subunidades de 1 O kDa, el heptámero 

es la cubierta del barril formado por GroEL (Fig. 1.4. B), 

El complejo de GroEL cuenta con siete sitios de unión a ATP en cada anillo, 

Cuando uno de los anillos tiene ATPs, éste es capaz de reconocer a un péptido que se 

encuentre parcialmente desdoblado. Asl mismo se promueve la unión de ese anillo con 
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Gro ES esto desplaza al péptido dentro de la cavidad de GroEL. Lo anterior promueve la 

liberación de ADP, GroES y algún péptido encapsulado en el anillo contrario. Después 

de 1 Ó a 2Ó segundos el ATP es hidrolizado en el anillo donde se encuentra el péptido 

capturado con lo cual se promueve la disociación de éste y de GroES, reiniciando así el 

ciqlo (13.Y&.~J .~1 .. ,_,1~_99). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

ClpB es parte de la familia Hsp100, ha sido descrita como una chaperona 

molecular que puede desagregar aglomerados de proteínas mediante la hidrólisis de 

ATP y en conjunto con el sistema de chaperonas DnaK-DnaJ (Goloubinoff et al., 1999). 

Se ha OIJservado que ClpB, además de ser inducida por el estrés térmico, juega un 

papel vital en la viabilidad de las células de E. coli a altas temperaturas. 

Por otra parte se ha descrito que ClpB forma homoheptámeros en presencia de 

nucleótidos ~con una estructura parecida a un anillo, su actividad de ATPasa está 

regulada p¿[';1~ ,unión al péptido que será asistido (Kim et al., 2000). Sin embargo el 

mecanisrti~.;~6,rel ?:ual ClpB reconoce a su substrato y lo asiste para que adquiera su 

confo~íTl~~@Wfü~~iónal no se ha. descrito aún. 
·: ::;_,~-~·:·/.--r~-~~::~~J1~\< -~::/ ;}: ·_;;' -': ·, 

,;,),~{;~:¡~f:~·i{ .~,S·i .:-\1· ... · 
La faríli.íJ~>.~ú~·:,que, pertenece ClpB (Hsp100) está dividida en dos subfamilias. 

Los mie~b~Ó~~i'.ij~~\~f'~'~'bi~milia de clase 1 tienen dos dominios de unión a nucleótidos, 

mientras que; lb~ ~ikrfit:>ros de la clase 11 sólo tienen uno. ClpB se encuentra entre los 

miembros de la sub.familia de clase 11 (Schirmer et al., 1996) . 
. ' \ . ' ~' 

1.3.7: HtpG 

La chaperona HtpG tiene un peso molecular de 65.5 kDa y presenta homología 

con la proteína Hsp90 descrita en eucariontes. La ausencia de HtpG no afecta la 

viabilidad de E. co/i, sin embargo el crecimiento es disminuido en cultivos crecidos a 

más de 44ºC (Bardwell y Craig, 1988). HtpG funciona como un dímero y es inducida por 
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estrés térmi.co (SP~1cey Georgopoulos, 1989). El funcionamiento en E. coli de HtpG no 

ha sido plenamente:descrito, mucho de lo que se ha especulado con relación a su 

mecanlsmCfdSaccióri ha sido a través de los trabajos realizados en homólogos de ésta 

chaperona eh diferentes organismos. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Las protefnas lbpA e lbpB son de la familia de chaperonas sHsp, de las cuales 

se han encontrado homólogos en todos los organismos estudiados. Ambas proteínas 

pueden formar multfmeros de una peso de molecular alrededor de 2 a 3 MDa que están 

formados de 100 a 150 subunidades. Estas chaperonas previenen la desnaturalización 

de otras protefnas ya sea por calor o por oxidación independientemente de ATP 

(Kitagawa et al., 2002). 

1.3.9. Hsp33 

. Hsp33 es una chaperona cuya trascripción está regulada por la respuesta al 

estrés t~r~lcp.i(9huang y Blattner, 1993), sin embargo su regulación post-trariscripcional 

esta bafocé(cÓ~trol de su estado de oxidación (Jakob et al., 1999). Ésta chaperona 
,. ·. ·.~, .. , .,.::·--:-.~·,,x~;,~·~,-:·._ ._ 

prevlen~ étfcWntemente la agregación de proteínas en vías de desdoblamiento, pero es 

incapaz,:d~~slstir a protefnas desdobladas para que readquieran su conformación 

funcio~a1'(br~fyJakob, 2002). 

Bajo condiciones reductoras, la chaperona Hsp33 se encuentra en monómeros y 

las cuatro cistelnas que regulan la actividad de esta chaperona están coordinadas con el 
. . . .-. -

zinc, enesta conformación Hsp33 no presenta en su superficie regiones hidrofóbicas lo 

que preyfene interacción con sus substratos (Raman et al., 2001 ). En condiciones 

oxidante.~.~fas cisteinas que se encontraban coordinadas con el zinc forman enlaces 

disulfur~'-enfre ellas, liberando de esta manera al metal y propiciando la exposición de 

una supe,Ífic.iei hidrofóbica lo cual activa a Hsp33 como chaperona (Jakob et al., 1999)). 
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1.4. AdhE como un modelo de estudio del estrés oxidativo en Escherichia 

coli. 

\ ......... . 

· .:: M~~hás proteinas que son requeridas en la célula en condiciones anaeróbicas 

.. : ~ori: ~u:y su'sc·e~Úbles a la inactivación por oxidación. Sin embargo, es posible obtener 

proteínas de funciones anaeróbicas. que, a . través de mutaciones, adquieren la 
' ~ - - . 

capacidad de realizar su funéióri'a'pn·~n-'.C8-~9,iÓi()nes aeróbicas, lo~cual indica que de 

algún modo éstas proteínas son;rl1~no~:>s'uscéptibles al daño causado por la oxidación. 

Estudiar los mecanlsniOs'por 1()5 cuales dichas proteínas pueden llevar a cabo sus 

funciones en aerobiosis, ha ayudado a enriquecer nuestro entendimiento sobre las 

diferentes alternativas que tiene la célula para hacer frente al daño causado por la 

oxidación. Un claro ejemplo es la enzima AdhE, la cual nos ha servido en el laboratorio 

como un modelo idóneo para estudiar la participación de chaperonas moleculares en la 

protección de proteínas al estrés calórico. 

1.4.1. Papel de AdhE en el metabolismo de Escherichia co/i. 

Durante el proceso de fermentación en E. co/i se producen grandes cantidades 

de equivalentes reductores los cuales deben ser eliminados por la célula para preservar 

el equilibrio entre equivalentes reductores y equivalentes oxidantes, a lo anterior se le 

denomina balance redox. El balance redox se puede preservar a través de la reducción 

de piruvato a lactato (en condiciones ácidas), acetato a etanol (en condiciones alcalinas) 

o fumarato a succinato (en cualquier condición de pH; Clark y Cronan, 1980). 

El etanol es .un producto mayoritario en la fermentación de E. co/i, su producción 

es catalizada por la enzima bifuncional etanol óxidorreductasa (AdhE) la cual lleva a 

cabo dos reacciones consecutivas de reducción dependientes de NADH, la primera es la 

transformación de acetil-CoA a acetaldehido e inmediatamente cataliza la reducción de 

acetaldehído a etanol: 

NADI 1 NAD' NAOll NAI>' 

Acetil-CoA <?- .!>Acetaldehido<\ .!>Etanol 
AdhE 1\dllE 

TESIS CON 
FALLA DE OHrGEN 
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Glucosa 

Glucólisis r 2 (H] 

pf c,Oi. y,iW"'') ADP 
•1:>('rf:J A'l'P \'C\' C 

NAl>ll + 11• ~e~ Piruvato 

~ 
Oxuluncc11110 

NAIJ' . 
mdil (Mulu10 /!/1 (PFL) 

/ oxidorcd11c111s11) C'i1ru0 I !C ¡\ I' · 
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M 1 t l 
/\ccty - .o + ·orn11ato 

11110 

.fi111111itfi 1 Viti,,~1 . NAllll + 11' ~ adltE (Etanol Oxidorecluctasa) 
(F1111111rusu 13) . 111111 Gt10 • ~ 

(F1111111rus11 Al .tihito . NAI> + C'nA Acetaldehido 
Fumar~nto Álsocllrato Nt\llll+ll' .t . 

\\. . NAll' k'J,adltE (Etanol Ox1dored11ctasa) 

fi·d (Fumarulo~succinato ~'111 1 ~~uccmuio l Etanol 
· rc<luclnsu) 2W es 11 rogcnasa 

ácido succínico 
+ 2H' 

Etanol 

Figura 1.5. Esquema de las rutas fermentativas en Escherlchia col/, 

Citoplasma 

Medio 
A mb i ente 

La protelna AdhE en E. coli se presenta in vivo, bajo condiciones aeróbicas, como 

estructuras h~licoidales de aproximadamente 60 subunidades y de 120 nm de longitud a 

las cuales , se.Jes han llamado espirosomas (Kessler et al., 1992). DurQnte la 

ferme~f~'.~i~~ se.ha calculado que pueden existir aproximadamente 500 espirosomas por 

bacteW~'.'.{Nose ha descrito algún papel fisiológico relacionado a dichas estructuras, de 
''·:;i:i.1 .. 

igual rrir;in~ra no se sabe que regiones de AdhE son necesarias para la polimerización ni 

qué factores regulan la formación de los espirosomas. Sin embargo se ha sugerido que 

la formación de los espirosomas está relacionada con la actividad de la enzima AdhE. 

1.4.2. Regulación de AdhE 

La protef na AdhE está codificada por el gen adhE el cual se encuentra en el 

minuto 27.9. del cromosoma de E. coli. La regulación de este gen es muy compleja y de 
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hecho no se ha podido esclarecer hasta la fecha en su totalidad, sin embargo, se sabe 

que tiene regulación a nivel transcripcional, traduccional y postranscripcional. 

;1.4.2.1. Regulación transcripclonal 
• • • ~"'I ,. "'·:···' 

El gen adhE responde al cambio metabólico de la célula de condiciones 

aeróbicas a condiciones anaeróbicas y viceversa. En ausencia de o)(fgeno la 

transcripción de este gen aumenta aproxirT1ad~ll1ente. 8 veces-respe¡cto~~JaÚánscripción 
obse.~~?ª en condiciones aeróbicas (Ch,en,,~:W\Q~'{1.93,.1Ú~l-~.~p:§2:i/~;~~~-f~~i6;n_~~omotora 
de adhE se han podido ubicar secuenGias>:~de;'unión:\~tde~~~yá~igs::.:reguladores 

. -, . . ' . . . ' -. .; - <- .. : .~ '·(!~'-. ,- : ' - . }- >--;;,._ .... · ·"> .~ __ :~;~?~¡~~~;:·''t~?-~."::f1f.;fi};){: ~:: 

transcripcionales como Narl (Ch en y Lin,· 1991 ), Fnr (MembrillO~Hernándezyl.:in, 1999), 
~- - . -· . ' ' ... ,.· '• . ··.:· .. :-,·'._\-~>-~::.~~-;~),:·.<·~¡,;~.:l"·.:\ _-;_.' . 

Cra (Mikulskis et al., 1997) y Fis (Membrillo-Hernández eta/., 1999);01os''cÚales, a pasar 
,. :·-" ._·--·:- ···_:/ . -· ; .. -- -. · · . ·_, :- ·-· .---. :.::_,. .. -:';>>f::){~-~~--~-\x .. :-~::_-,'~:~~--- <:-~ 

que ,pueden- modular la expresión de éste gen, no han sido descrltos···como .los 

respo~·sá61~~ de la regulación de la expresión de adhE en el 'cambig ril~'tabóÍico de 

aerobiosi~ ·~-.~haerobiosis . 
• ,. ;-.! .. ¡ 

,;·.; 

·-· ', . 

. Las~~ue'ncia no traducida del extremo 5' del mRNA del gen adhE adopta una 

estructur~-~~,&~m:J~~ia compleja la cual impide el reconocimiento de los ribosomas a su 

sitio de uni6'fr,¿h ~I mensajero (Fig. 1.6.). Para liberar el sitio de unión a ribosoma del 

mRNA de~'dh~se requiere la participación de la RNasa 111 (Aristarkhov eta/., 1996), la 

cual es una endorribonucleasa que corta RNA de doble cadena (Robertson et al ..• 1968). 
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Figura 1.6. Estructura secundarla del extremo 5' no traducido del transcrito del gen adl1E 

obtenida del programa 'Mfold' (Arlstarkhov et al., 1996; Membrlllo-Hernández y Lin, 1999) 

Por otro lado, la degradación del mRNA del gen adhE es especifica a través de la 

RNasa G, ya que se ha observado que cuando el gen que codifica para RNasa G (rng) 

es interr:.impid<?, el nivel del mRNA de adhE aumenta (Umitsuki et al., 2001; Wachi et al .. 

2001 ). Adem.ás de degradar el mRNA de adhE, la RNasa G se ha relacionado también 

con el procesarniento del transcrito del 168 rRNA (Li et al., 1999) y del mRNA del gen 

eno (Kaga~f~J;;iíÍOQ2). 
·, ~ 

1.4.2:3-.f3~guiacic)J1 postraducciónal, 

La ~ida rn~.dJ~.:e;_,~8D.7+ en c~r?iciones aeróbicas es reducida de manera 

importante por el,daño ,causado por.da oxidación catalizada por un metal (MCO) la cual 
•' ' ' . - ""'-'' , .,, "·'·-/· . . . ' . . . 

se lleva a cabo~a trayés.de la reacción de Fenton (Fig. 1.7.). En éste proéeso se 

generan radicales libres hidroxilo a causa de la interacción entre el centro de hierro que 

posee AdhE con el peróxido de hidrógeno el cual es un producto inescapable de la 

respiración, los radicales libres producidos interaccionan covalentemente con los 

aminoácido;s de la proteína en especial en el centro catalítico, ya que junto a este se 

encuentra él centro de hierro de la enzima (Cabiscol et al., 1994; Tamarit et al., 1998). 

Por ello la enzima AdhE sólo es activa en condiciones fermentativas. 
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.. · ~ .. 

• ·~ • - .: 1 : H~G~ ;1- Fc2• 
MCO Fe-'++ OH·+ OH' ....... ~~ ' 

01-1' + protcínus Proteínas daiiadus oxida! i va mente 

Figura 1.7. Oxidación catallzada por un metal (MCO) a través de la reacción de Fenton. 

1.4.3. Aislamiento de mutantes resistentes al MCO 

En el cambio de la vida anaeróbica a la vida aeróbica, algunas protelnas tuvieron 

que sufrir cambios que les permitieron llevar a cabo sus funciones aún en presencia de 

oxigeno: Actualmente se ha demostrado que enzimas fermentativas pueden\,mantener 

su actividad en condiciones aeróbicas a través de mutaciones. A cbntih;Ll~ción se 
' - .-•. : -. ~ •;';:; , .. 

describirá brevemente dos ejemplos de enzimas anaeróbicas que sufren la inactivación 

por MCO y adquirieron la capacidad de mantener su actividad aún en C~ndiciones 
aeróbicas. 

1.4.3.1. Fuco 

·.La enzimá fermentativa L-1,2-Propanoiol:NAD, 1-oxidoreductasa. (FucO) cata liza 

la reducción d~ l-Lactaldehid~ a L-1,2-PropanodiolduranteJ~fe~lllenta~ión: 
~--- .. -, .. · .. --;·:' . ·;· -: ,·.·~·.·-;·L.-.,,'."~":·~~.<:~:~,--· .... ,. . __ 

. .. .. . . . · NAÍ>11 NAI;.: .. _ ,'.:. :;'.r. ~-~,:.·:~c:~J·,<; .'>· 

L.:Lactaldehído <' .. 1>L~1;2~rí·op'ail()C:ú_61 • 
· · Fuco . > • .• :),-"."·::·-ng,\:~~i~·ji~~~;g~~:''. .:.\i ,, ·.· ... · . 

En C:ondicioneS aeróbicas Fuco es inactivada p,or MCO~> El Dr. Zhe Lu y 

colaborado~es;püdieron áislar mutantes que pueden utilizar aL l-1,2-Propanodiol como 

única fue~t~''.d'ecélrbono y energla en condiciones aeróbicas (Lu ~tal., 1998), en dichas 

mutantes se.··cihsérvaron substituciones de aminoácidos en la protelna las cuales le 

confirieron íllayor resistencia a la inactivación por MCO. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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1.4.3.2. AdhE FALLA DE ORlGEN 

Como yá sé mencionó, la enzima AdhE cata liza dos reacciones consecutivas i) la 

reducción d~'.~cetil".'CoA a acetaldehido y ii) la reducción de acetaldehido a etanol, a 

pesar que ·arDBas· reacciones son reversibles E. coli no puede crecer utilizando al etanol 

como úni~~·!·[Jente de energía y carbono debido a que, además de haber menor 

cantid~cl_d¿'J~~?~},~¡'~~en condiciones aeróbicas, su actividad es afectada por MCO. Sin 

eniba~9o';'2~i~tfÚ\7~7{~~E coíi en un medio donde se le obligue moderadamente a utilizar 
"''· _.<~>-<·t.::·.: -ik~hi~.~~gs:->:~··;:/<~>.,.<~-ª' · etanol~:como)fúeilte de carbono se pueden obtener mutantes capaces de crecer 

aeróJic~~~~tÉÍi'uYilÍzimdo al etanol como fuente de energía y carbono (Clark y Cronan, 

1980;·· M'enibrifrci-Hernández et al., 2000). En nuestro laboratorio se aislaron y 
"v' )< 

caract~rfz8'ron mutantes capaces de crecer en etanol en condiciones aeróbicas, se 

ob.serVó 7:qué para este efecto, la proteína AdhE habla adquirido una substitución del 

aminoéól,ªoAla267 por Thr (Adh~J\2~7r) y a través de subcultivos de dichas mutantes se 

aisló únásegunda mutante, la cual;preseintaba una mejora en el crecimiento al utilizar al . ··-''· ·, ' .. ·. . . ·.·." .:.·.. ' 

etan6fcorno"ur{ica fuent~/cie ~n:9fo1a y carbono la cual habla adquirido una segunda 

substi~u~íÓn 'cie ~1Tli~~écidos:G1Gs~é· pOr Lys (AdhEA257rie55ªK). Sin embargo, a través 
~ ... :'.·> :~:.:/·: '.·::~.·.;· .•. ·:.·-:_:._'./~/.-(V.-·::~:_~--'.'-~--~;·:-/\~~·· __ :\.:t,.?;_: .. ·:~>.:;:¡·: ... : .· 

de','erisayoi{[cie:'iri'aCtíyacfpn\pof:McO: de las enzimas purificadas AdhEA257rie55aK y 

AdhEA26n~59 obs~~~·:qú€~fi\'~hJ'ria"de.ellas era más resistente a la MCO que la protelna 

silvestre (M~mbrill¿~i-te;~~n'J·~~~~t'~/.. 2000). 
; .. -~~ .. ~}~; y·ú:~::·~·~1~.W::~::~:·~ ~~·.·~1. ::~· ·!~,~. 

,. 

Con base en lo ant~ri~r'~~':Rl~nteó la siguiente pregunta: ¿cómo es posible que 

las enzimas AdhEA257
T y AdhEA~~1r,1f65aK qGe son más susceptibles a la inactivación por 

: .. ·.;: .. ~"··"·>~-;,,..,:·,j~~'!·~ .. ,: .. :·.·._:· .- .. ,. . ;,_ · ... ·,· . 
la oxidación sean capaces de llevar a cabo su función en condiciones aeróbicas? 

1.4.4. Antecedentes especificas del proyecto 

El análisis de las protelnas AdhEA267r y AdhEA25rne5BBK, relizado por el Dr Jorge 

Membrillo Hernández, demostró que en extractos celulares crudos su resistencia a la 

inactivación por I~ MCO es mayor, así que, posiblemente exista un factor in vivo que de 

alguna manera estabiliza a AdhEA257
r y a AdhEA257rie5eaK para que pueda llevar a cabo 
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su función en aerobiosis. Además, logró identificar 16 zonas donde DnaK posiblemente 

interaccione ¿orrAdhEutilizando un algoritmo desarrollado por el grupo de investigación 
-,_·.··. ,-. -,, 

del Or, Bernd B.uk~d/el cual puede predecir posibles secuencias de reconocimiento para 
. . .. :· '·}·.~ ~~:.::.:f.'.~'.{;:;~:~/-·'iÍ~~-· _::' . . ' . 

DnaK (Rüdiger:et:a(L 1997). Cabe señalar que las mutaciones que se observaron en 

AdhE de·l~~,~~W~~/~Gtantes capaces de crecer en etanol como única fuente de energía 

y carbono .~~:'66:§d[6{6nes aeróbicas se encuentran en dichas zonas. ·· . . 
·-~·~·-· ;~J,·~__,;_~~~--~·~;;¡~:~~~~_l~o.o .. - e~-

. '':..--·- _5>;:0):~--~--. '··, .<:--::. <":>·-

Por otr6u~'56·~'.Clurarite el estrés calórico se. ha repc:frtado que'·Ac:ihE' Interacciona 
.-· -~.·- ~' };._:;-~,~~~~;~~(y;_'.:{<t/(·\:~:.\i::~~> '.-< - . . -· · . . ._: ·:\:. ;/ --~- ~"-;~~: -~~;;~~¿~/-~\;p:/~\~:;;);\~~:;.\=:~--:~~J:.r~F·.~<·;;:·";_ -_·.--~~< -_. -<··. ·. , · 

con la chape[ona!.ri:i()l~c,ulac DnaK, lo. cual es furidar:ne6ta)Xpará:(e\1itarla 'formación de 
.,.: , '>}:--;'.:-;«;_.3-:J:.~:~:: 1;~s;'~;:;_i/~:_',:~~ :;-:>:;:-'.:.:· ~:- _:."·:~- ~-; -~ . : , : '-~---. :_ -- - /'-~ ·:;:.'.:: ·>::, <.:~··-~f;;{~:l.{/',::.·"·~:·1:::::;~,~:;;;~~·~Úf:'.<·.:::.~>~-; :. :.: -- , · "· . 

agregados}:IS'fdi.ªh~Ién~irná (1-fes.terkamp, eta!,,·•~ 199.6).:y•Asf ···que posiblemente los 

cambias .. d~··· 1~s:ia m{noáóld?~!en;ík ,• eh~irlí~i:AdH EA~s:F~Ly':/(cih.E>\2ª7T/ESSBK pudiesen 1 de 

alguna nianer;.·~·~-s~stab.ili¿~/a .las ~rbtefn~s ~od~;~da;rn~nte y propiciar su interacción 

con DnaK. 

Con base en lo anterior, nuestra hipótesis de trabajo fue que la chaperona 

molecular DnaK podrfa estar involucrada en la protección de la actividad aeróbica de la 

enzimaAdhE. 

1.5. Objetivo en esta Tesis 

El objetivo de esta Tesis fue, en particular, probar la hipótesis de que las 

chaperonas moleculares pudieran estar involucradas en la protección de la actividad 

aeróbica de AdhE y en general estudiar el papel de las chaperonas moleculares en la 

defensa contra el estrés oxidativo en Escherichia coli. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

2.1. Cepas y oligonucleótidos 

La cepas y oligonucleótidos utilizados en éste trabajo están descritos en las 

Tablas 2.1. y 2.2. 

Tabla 2.1. Cepas de Escherichia coli utilizadas en éste trabajo. 
Cepa 
MC4100 

Genotipo Relevante 

araD139 cJ>(argF-/ac)169 flh5301 furA25 re/A 
rpsL 150 rbsR22 deoC1 

Referencia o Fuente 
Cepario del Laboratorio 

ECL4000 

JE46 

JE52 

JMH0034 

JMH0035 

JMH800 

JMH801 

JMH802 

JMH803 

JMH805 

JGT3 

JGT11 

JGT17 

WM51 

MC4100 <I>{ adhE-/acZ) 

ECL4000 adhEA267T 
ECL4000 adhEA267TIE568K 

MC4100 dnaKJ-iPTG, adhE+ 

(Membrillo-Hernández et al., 1999) 

(Membrlllo-Hernández et al., 2000) 

(Membrlllo-Hernández et al., 2000) 

Cepario del Laboratorio 

MC4100 l:J.dnaK, adhE+ 

-~ .... §CL4000 MnaK, adhE+ 
~· 'EC[4900.P1PTGdnaKJ, adhE. 

• JE52 tJélnaK, adhEA267T/E568K 
J E52 PipradnaKJ, ~dhcA2e1r1eseaK 

JE46 PipradnaKJ, adhcA26
7T 

MC4100 4clpB::kan 

MC4100 zba315::kan 4htpG::lacZ 

MC4100 tJibpAB::kan 

MC4100 tJhs/O::kan 

Ceparlo del Laboratorio 

(Echave el al., 2002) 

(Echave el al., 2002) 

(Echave el al., 2002) 

(Echave el al., 2002) 

(Echave el al., 2002) 

(Thomas y 8aneyx, 1998) 

(Thomas y 8aneyx, 1998) 

(Thomas y 8aneyx, 1998) 

Dra. Ursula Jakob 

Tabla 2.2. Ollgonucleótidos utilizados en éste trabajo. 
Ollgonucleótido Secuencia 

ADH 3' 5' GTT GGA TCC AGC GAC ATT AGT AAC AGC C 3' 

ADH 5' 5' ATG AATCCC CAC AAA GAA ACC AAA CAG"3' · 

ADH A3' 

ADH A5' 

ADH 83' 

ADH 85' 

ADH C3' 

ADH es· 
ADH 03' 

ADH DS' 

5' AGA AGC ACA GAT TAC GCC 3' 

5' AAT CAT CAC CGC ACT GAC 3' 

5' GCC ATC AGT AAT CAC CAC TTC ATC C 3' 
'~- ,. ' 

5' TAA AGC CGC ATA CAG CTC C 3' 

, 5' AGA CCA CCG AAA GCA CACAG 3' ··••·· 

. 5' TTC AAA CTC ,GCA ccfr TÓC C 3; .• 

· ".~s·¿ÁA GGG &he G~.T+;.,·~·C3r+C3 ~· 
5· ré3G·rrATGG'Ac~ vGccdGÁÁG 3' 
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2.2. Medios y condiciones de cultivo 

2.2.1. Medios de Cultivo 

Como medio rico se utilizó LB, en caso de medios sólidos únicamente se le 

adicionó· 1.5% de'agar (w/v). 
•' .. :-~;,.-~-;=:;:'._=-?-~-Y:,:o_ -

.· __ >.-,;}:,-. 

·Medio LB:···· 
- . , .,' ... ':·.·.'· ~:-< 
Extrac~o de levadura 0.5% 

- NaCI 1% 

- Triptona 1 % 

Medio mlnimo: 

- NH4CI 0.1% 

- KH2P04 0.3% 

- Na2HP04 0.6% 

- NaCI 0.05% 

El MM utilizado fue suplementado con glucosa 0.2% o etanol 2%. 

Los medios fueron esterilizados por calor húmedo a 21 psi y 121 ºC por:?9. min. 

• l • • 

Los antibióticos utilizados fueron esterilizados usando filtros de membrana MF™ 
, . ' •. ·.,' ·:, ... -. - ~: ~k-· '.: :1 ,·. . 

(MilliporeAcrodisk)de;0.45~tf1lY adicionados al medio bajo condicio.n~~·d~~;e.ste.rilidad a 

una temp~raI~r~ci~{h,'~·d;Ó)d~ cultivo menor a 50ºC. Las concentr~ci2~~~"·JZ;a¡ntibiótico 
tueron 1ai· si~u.iente~: an11JicUina ·200 ~tgtm1, c1oramtenico1 25 pg/fu'l1~l~~~~~~~·i·~ª 100 

pg/ml y t~t~aciclina· 25 ·-~i~}~·I; ·Qu~~do fue necesario, se ~di~iciM'~>IPT¿~/a una 

concentración final de 1 ITlM'. · .. 
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2.2.2. Condiciones de cultivo 

Los cultivós~;áéróblcos en medio líquido se realizaron en matracesErlenmeyer, el 

volumendelc6;1l;Jg·i~'J!iJ~{niayor, al 20% de la capacidad del matraz. La incubación se 
.- . , _ ~:. ,~:-~ .. ~,~r~·_:.,,:~~~.: ~\~.:~hi~~-;~,~~~~:f~t;$f:;f/;'.: . .;.;_~.· i_!;~/-:. ::'. t-t;_:_L~'.;·; _, . . . <.' -,--- :-. :-'.-1.<·.': .,:·;~'./':-'.:.· /.-.. : ::\··~ -

llevó a ca,!:,C)\6f1{Linf.agitfjqg(~o'rp,ital a.,200 rpm con temperatura controlada'é3 30ºC..Los 
·,.:: \.:o:.=-.;_:;:.~:'.r;;:~:'._::x·:.I: t:~~:v. :·,:~:.·<;.::'..:.:~-~r·~:;·:·:::(.::·:/·:·/···.;:·-'.~ ;:: ~:-~-. · .- . . . , · · . _ ·, .·:. ···· · ,~_-.::.:.-_<::·:," ·; -',: -.· 

cultivos anáeróbiéosFse realizarorren tubos de ensayo con tapa deJO~Cé3,Jl~riados al 

má~lf"TlO \/Üll1men e inc'ubádos 'sin agitación.Los cultivos aeróbicos én medio .·sólid.o se 

crecieron en cajas de Petri en una incubadora a 30ºC. 

2.3. Métodos genéticos 

2.3. 1. Transducción 

La transducción es un proceso por el cual se transfiere material genético de una 

cepa a otra utilizando como vehfculó. de entrega a bacteriófagos. En este. trabajo se 

utilizó el bacteriófago f\v~ q,ue es una variedad def fago P1 que no puede formar 

lisógenos. 

2.3. 1. 1. Preparación de lisados 

. . ~ . . 

1) Crecer Lin cultivo saturado de la cepa donadora a 37ºC con 200 rpm en 

íl1edic{L~';5~"p1~ment~do con CaCl2 5 mM más el antibiótico correspondiente. 

2) C~ht;if~ª~r ~I cultivo a 13,000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 

3) Ré~Úsp,ender ef pellet en la mitad del volumen inicial de MgS04 10 mM. 

4) ~,~,~~;~~'2oo ~d de células con 200 ~LI de bacteriófago P1v;,, usar como control 

. c~lulas sin fago. 

5) Incubar a 37ºC sin agitación por 20 min. 

6) Agregar 2-3 mi de LB suplementado con CaCl2 5 mM y agitar con vortex. 

7) Incubar a 37ºC 200 rpm por 2 h hasta observar que el cultivo con fagos se 

clarifica mientras que el cultivo control llega a saturación. 
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Remover los restos celulares por centrifugación a 13,000 rpm por 5 min. 

Transferir ~l'~obreriadante a un tubo nuevo. 

Rep~ti/e1~,~~§,oia,:· '· · · 
1 O) Adiclo~ar··ar sobrenadante 2 gotás de clórofÓrmo y agitar con vortex. 

Almacenar los lisados a 4 ºC. 

2.3. 1.2. · Transducción al genoma bacteriano 

1) 

2) 

3) 

Crecer un cultivo saturado de la cepa receptora a 37°C. con 200 rpm en 

medio LB suplementado con CaCl2 5 mM mas el antibiótico correspondiente. 

Centrifugar el ·cultivo.a 13,00Ó rpm por 5 min y descartar el sobrenadante. 

Resuspe~der elpellet~n la111itad del volumen inicial con MgS041 O mM. 
, ·,, .,-.-, ''·'· - . ,·: 

4) · Diluir. los lisados ·obtenidos Con. el protocolo 2.3. 1. 1 á diferentes diluciones 
de 1 oº a 10º4/enMgSÓ4 1 OníM> .. . . :.: .<~ 

5) Mezclar 100 id d9 células cClrÚo() it1'ci€) Íi~adó'~ ~¡}~¡~~¡~~'il11L'clCliies. 
6) Utilizar como controlesni~est·r~~.·?'~\6_¡~ ·2~1J1'~~·:y·~·~:l~;'j;~.g~·f~~~;a·observar 

que las células receptOras.:nO sean résistentes a aritibiótic(fy'ql.le los iisados 
.--· .. ·-. 

no contengan células: . ·. >> 
7) lncu.bara•.37º~.por~2o.+ir1X;~·i. ·.·: .. ·. ·. 

8) Centrif~·g1~~··~·3':oho(r~~;;~;r.l~in y descartar el sobrenadante. 
--·' - :f -~~,..:-~; __ :-:~~;~:;_~'.: .. ~l}r'.. r:;_;,,\;; .. >~:i ~-.:r '7:5:::~iV:é~~f-~: .. ~-;;?,:·;,:.-;.·";:· ~:~.- -_· 

9) · •· .~es.~s.~~n~e[i<3rlW~Kre,peti,r;p~so 8. 

1 º.)•·.····~7~~·~1~¡'~.11:~;:~~.'.~fr·.!;~¡,;1t;·~;:t::}>?·· .•.. 
11) ·· Agregarrf:mliaet.B ei iricU~ara 37ºC con 200 rpm por 1-2 h . 

. 12) Ce~Úif~gar::a,}i,ooó~rprilrpbr 5rnin y descartar el sobrenadante. 

: : ~ ·• ::ir:f tfü~~1$:~f ~i1-~ ;,1 de MgS04 1 o ~M. 
' • ( •e' • • • 

2'.3.2. MUtagénesis por inserción de un elemento transponlble 

Uno de los métodos más utilizados en genética molecular en la obtención de 

mutantes es la mutagénesis mediante el uso de elementos transponibles que se 
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insertan al azar en el cromosoma, ocasionando generalmente, la pérdida total de la 

función del gen en el cual se insertaron. En este trabajo se utilizaron los transposones 

mini-Tn5 (A.NK1105) y mini-Tn 10 (A.NK1098) que confieren resistencia a kanamicina y 

tetraciclina respectivamente. El método que se siguió se basa en el protocolo descrito 

por Kleckner (Kleckner et al., 1991 ). 

2.3.2: 1. Preparación del lisado con fago A. 

1) Crecer un cultivo a saturación de la cepa C600 (ésta contiene una mutación - . . . - .. 

en el supresor supE que permite insertar glutamina e~ los codones de 
' :.~: .' . : '·, . 

término tipo ámbar) a 37°C con 200 rpm en medio LB: 

2) Colectar las células por centrifugación a 13,000í'prii p'or 5 rnin y resuspender 
. '•i;" . ' 

en la mitad del volumen inicial de MgS04 10 rriM y CaCl2 5 mM. 

3) Mezclar 50 ~d de células con 50. ~ti del lisado de fagos. 

4) Incubar 10 mina TA. 

5) Agregar 2 mi de LB MgS04 1 O mM precalentado a 37ºC. 

6) Incubar de 2 h a 37ºC con 200 rpm. 

7) Una vez que el cultivo se lisó, agregar 2 gotas de cloroformo. 

8) Colectar los restos celulares por centrifugación. 

9) Remover el sobrenadante y transferir a un tubo nuevo; agregar 2 gotas de 

cloroformo. 

10) Almacenar el lisado a 4ºC. 

2.3.2.2. Inserción de transposones minl-Tn5 y mini7Tn10 

. . · .. ·. ,:. ,· ; '::,. '· > 

1) Crecer un cultivo a saturación de la cepa W3110 a.37º.C. con 200.rpm en 

medio LB. 

2) Colectar las células por centrifugación a 13,000 rpm por 5 min y resuspender 

en la mitad del volumen inicial de MgS04 1 O mM y CaCl2 5 mM. 

3) Mezclar 100 pi de células con 100 pi del lisado de fagos. 

4) Incubar 10 mina TA. 
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5) Agregar, 1-2 ml.d~ LB.MgS04 10 mM. 

6) Incubar a 3i°C si~ agitación por 1 h. 

7) Platear diluci.ones seriales en medio selectivo. 

8) Incubar a 37ºC. 

2.4. Métodos bioquímicos 

2.4.1. Curvas de crecimiento 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

El crecimiento fue determinad.o midiendo la DO a 600 nm cada tiempo indicado 

utilizando el especfrofotómetro Ultr~sp~C 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech™), 
'. '·" .;~--· ~·.:,·'··~ «'',~-.'.,.~\·~;J . - ' 

para ello, se. utilizaron .. cubetas,de/p[$.i#ico desechables de 1 mi, diluyendo 1 O ó 100 
• - ·. '. ;: i~ 1 } .~ ~,: ·,'.. ,><~~·~;,::Z;'.,'.):~-·~·.:·.:-:~~-;;;~;-~~-i.'X~/~.~~~~~:-.:J.,';: ·" ··.-

Veces la concentración.delcültivO:JEn;las.cinéticas de recuperación al H202, se agregó 
· · ·. · ... :·.:···: ·~- '.>··. :'/ ~.::.: >t_; .. ~,-~~:i·~-~f·~(~-,~~J~t'.' ;;~:-'."·'r;;~r1~\:~>:; _, · '·: : 

H202 a una concentración finalqeJ4 mM'.cuando el cultivo alcanzó una 00600 de 0.2. 
~-· ·-- ;_.:.~,'- .. ,-~·.\:-;·¡ <~~,:>~>~~-~~t::.:;9·rp~~-~.· .. _·· ... ~-.~.-¿;; ... ;·~·".-~.f.·!·:.TX~:: ·· · '· · · · 

: ~,1 ·: ;::·;;· ,. _·· 

2.4.2. Deter~inació~'~·~i·li,8~~~~~2tra.ción de proteínas 
:_ -· -~-·;r~·s\ ~·; ->~~(._;i~~ · -;.~.ii :~~F~- -: ·ifJ~t§r;~~~~~~~~~f;\~.~~1-.; · · -; ~ 

La con1Jentracióll de las proteínas en las muestras se determinó utilizando el 
. .,,:-· ~;:<_,_ :~.-.--><;·:~ :_·.~·-r)>·~,',_-·:.:!,"· "·,~·H--,~-~-.\~>-~. ·. 

método micro' OC ae Bio-Rad a una DO de 620 nm. Se utilizó como punto de 

comparación a la albúniin~ dé súero bovino a diferentes concentraciones. 
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2.4.3. Viabilidad. 

1) A un cultivo de 20 mi crecido a una DOeoo de 0.2 se le agregó H202 a una 

concentración final ae 8mM de por una hora. 

2) Centrifugar el cultivo a 5,000 rpm por 1 O min. 

3) Resuspender la pellet én buffer PBS a una 005oo de 8. 

Solución PBS: 

Nac1 o'.8°1:(iN/v) 
KCI 0.02% (w/~) 
Na2HP04 0.144% (w/v) 
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KH2P04 0.024% (wlv) 

4) Hacer diluciones 10·2, 10·3, 10·4 y 10·5• 

5) Inocular placas de LB con alícuotas de 2 pi de cada dilución e incubar a 30ºC. 

El control del experimento no fue tratado con H202, una vez. que alcanzó el DO 

necesaria sé centrífugo inmediatamente. 

2.4.4. Actividad enzimática de AdhE 

1) Centrifugar a 5,000 rpm por 1 O min a un cultivo de 50 mi crecido a una 00600 de 

0.2. 

2) Resuspender el pellet en buffer PBS. 

3) Repetir los pasos 1 y 2. 

4) Repetir el paso 1 y resuspender el pellet en 150 pi de Tris/HCI. 50mM, NaCI 

160mM, pH 8.5. 

5) Sonicar en frío a 14 micras por 18 s. 

6) Centrifugar a 10,000 rpm por 15 min y recolectara el sobrenadante. 

7) Llevar a cabo la medición de la actividad de AdhE en una cubeta desechable de 1 

mi añadiendo 0.3 M de buffer de carbonatos (K2C03/KHC03; pH 1 O), 1.5 M de 

etanol, 2 mM de N,A.D+ y 1 O ~ti del sonicado. 

8) Medir a 340 nm y tomar lectura cada 10 s por 1 min. 

2.4.5. Derivatización 

La acción de las especies derivadas del oxígeno sobre las macromoléculas 

celulares da lugar a la aparición de diversos productos. La oxidación de aminoácidos 

comprende, entre toda una larga lista de alteraciones, la formación de grupos car.bonilo. 
··' l ·<.·! 

La presencia de estos grupos unidos a las proteínas puede utilizarse como medida del 

grado de oxidación de la célula (Levine et al., 1994 ). 
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Los grupos carbonilos presentes en las proteínas reaccionan fácilmente con 2,4-

dinitrofenilhidrazina. Las técnicas que actualmente se emplean para la detección de 

grupos carbonUo se basan en esta reacción. El máximo de absorbancia de la 2,4-

dinitrofenilhidrazina (DNPH) está a A.= 365 nm. Como el máximo de absorción de las 

proteínas se sitúa a 280 nm este compuesto se detecta espectrofotométricamente co11 

facilidad. 

Alternativamente la presencia de grupos dinitrofenilo (DNP) puede detectarse 

mediante anticuerpos anti-DNP . 

. ,, , .. ' -

Tanto si la detección ·se lleva a cabo espectrofotométricamente o con anticuerpos, 

la derivatizaciÓnd~IÓs grupos carbonilo presentes en las muestras se realiza siguiendo 

esencia1m0n1001 Hi'.1s1no protocolo: 
-.. ,_, .. \r'-' ' 

1) Añádií-á las muestras (que típicamente contienen 50-200 ~1g de proteína) un 

voluril·~iJ:·aksos de modo que su concentración final sea del 6% (w/v). 
' .. '· ~- ;- . '::--:'o, ~ ;-¡ !.~" . -, __ . -,- . --: . . 

2) AAadii'. un ;~volumen igual de una solución de DNPH 1 o mM en ácido 
-; t \" i'. ?.~- ... <.:\:<;' ~-\~'~:~+f:\:~{~~~::.:.-)'":-:-.:'.·~\_:~~ \_~?:0 ; ',_'.\ ·".: <<· ' ... 
trifluofoacetfoo:'alÚOº/~'c(IJ/v) y mezclar bien. 

', ·>~~;-};~;,·: .::·:t.~.{~yt~~,~~-:i/?;~:'t#~~¡~\ff:~::?~~-i~:~:~tf~?.~·\ . ;··. _'. 
3) lncubár-.á:25~C)purárjté.'.1 O min. Es crítico controlar el tiempo de incubación 

\ . 'f·: :' ~--~,<_ f~~~'~;:.ttf_?:,·i~~~i::~~l~f!~"-~~~-:~Nn~,_·:~ ~~"- ---

4) 
: y la tempera~ufa~;!: , e' .': .•. 

Añadir/6r?5'\,v6iú.me~~~ de una solución de Tris 2 M para neutralizar la 

reAc6i6~';•~86~~:~gg'f1~: reacción está neutralizada vira de color amarillo a 
··-'<:·:·.~_<·!;·' ,;· .... : . 

naranja:·~-~ . 

E·n esta0{é~~ica la cuantificación de los carbonilos presentes en las muestras se 
. ·, : '.:~ .. •.:z·:··~ -< .... 

lleva a cabo cromatográficamente. Las muestras ya derivatizadas se inyectan en un 

sistema:~romatográfico de gel filtración (FPLC), que gracias a las diferencias de peso 

molecular separa las proteínas del reactivo libre. 
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La separación se realizaba a media presión en un sistema Waters 600 utilizando 

como eluente un tampón Na2HP04/NaH 2P04 200 mM pH 6.5, SOS 1 % (w/v). SE3 ut)iizó 

una columna Zorbax GF250 que se termoestatizaba a 30ºC. El flujo de elución fue· 0.8 

ml/min. 

La detección de las protelnas unidas a ONP se llevaba a cábo 0 midiendo la 
_: .. ~.·:-::',;_-;·.~\1_·_::'~'.<·~:'.~,: __ ·_-·:,·~·· -,-' . 

absorbancia a 276 y 365 nm simultáneamente, mediante un 'c:letéctc:ír>_e,quipado Con un 
,"· ... _·)> ·~;_ :··. 

sistema defotodl~-~os (Waters POA 996). . ::-,;,;}i:i.f:'e;;if_~.,J.;~Jr'.:'.·;~ .. --

Alternativamente se puede eliminar el excesq}je.?~~!~i{~~j-~',·dj~~jg~-~ideL~ie~po de 
!"'- ~¿ ·~, -. : ~: !~;;·'.~i·.;,-\:_'<}:::f:tj:i~i~:;:~'.&:~:j,;_\:¡(~-~;:,?l!t~:.~\~t~~;;:, ::f.'.-: .. , ' '::.:.":·.: - -

elución precipitando· 1as muestras con acetona a·:~20,ºG¿érj'J)rop_cfrciórí)1 ;9{e iricl1bando 
: ·· . · · · \ ... : .~~/)--~:'.:~~~,?t?,->.:;i·k~t:·-~{~~:;1.;>áfr~~~I~~·~;!J!~~r;:('·.:/~·:.'>-f;~'.:-:: · <, 

durante al menos 15 min a -20ºC, aunque no es ·coñvenie"nte'utiliZarSste·_~étodo si en 

nuestra pre~aración hay menos de 100 ~1g de prot~ín~: ~6~t~AJ?~~-~i~-~~~ ~~su~~ende el 
~,,, ',.' .. ··--;·.::-, ''.; ~· ~-; ··-~-- .. ~~:;_, 

. . . 
precipitado en buffer de elución. · 

Los carbonilos totales se refieren a la cantidad de proteína (nmol carbonilo/mg 

proteína total). 

2.4.6.1. Geles de poliacrilamlda 

Las electroforesis se llevaron a cabo empleando el sistema _Mini-¡:>rotean de Bio

Rad. Se escogió el sistema ·de buffers discontinuo desriaÍ~ralizante, descrito. por 

Laemmli (Laemmli, 1970). En este sistema la presencia de SOS dota a las proteínas de 

carga negativa y la cantidad de carga es proporcional al tamaño del polipéptido. Por 

tanto esta técnica permite separar las proteinas según su peso molecular. 

La co.rnposición del stock de acrilamida estaba compuesta por una mezcla de 

acrilamida y bisacrilamida en una proporción 30:0.8 (Bio-Rad). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Gel concentrador: 
·-:.;. !_· 

- Stock acriíamjd~ 5% (v/v) 

-sbs o.'1 o/~;,(~7~) · 
-PSA0.05,o/oJ~!~) . 
,. T-EMFD 0.025% (v/v) 

•.r·,. -•'. • ,; ,:• -, • '. .-,,-• ', < ;• ~'' 

Gel separador: · 

• ! • ' - 1--.. ~ 

- Tris-HCI (pH 8.8) 375 mM 
. ·.;.';·· 'J :' :> ·-. .. 

- Stock acrilamida 9% (v/v) 
. ·,_ .:_-.";,·-~ ··:·._;..:>:·::i ... '_'·- ·;: 

- soso 1'% (w/v) · ·· 

-PSA;o:dso/º (0/v) · 
- TEMED o.025:0/o (vlv. 

::,;:,-.\ 

Las cél:~¡~t'~~';;r~·¿~P~~di~·ron en el volumen deseado de solución amortiguadora 

y se añadió;.~~d,i6T~JiDrY1~n de.solución de solubilización (3x). Se incubaron 3 min a 

1 OOºC y ~e:d~ja~~~Al~ {Jrii~eratura ambiente. Finalmente se añadió medio, volumen de 
solución d~ ~~r~~,(~~')r'· . ... . . . . .· . . 

so1u~16;, d~ ~arga: 

- Azul de bromofenol 0.0125% (w/v) 
- >:· __ ·.-~ ,J. '.. ·,, : 

- Sacarosa 5% (w/v). ,,.,,, .. -,., 
.. -· - ---- ' 

Solución dás~Íu
0

bUi;atión (3x): 
·'·- --i_-· .. ',::_'._-~:\.::.:.~_i/Yi//",i<_'.\'.i:~.~-r:,jJ;~"~ . ·-.· '. 

- -.·- o.-, 

- Tris-HCI (pH 6;8) 0.5 M 

- [3-mercaptoetanol 15%j~~y) 

- EDTA•1'({triM 
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- SOS 5% (w/v) 

La electroforesis se desarrollaba a intensidad constante (15 mA) hasta que el 

frente llegaba al final ~el gel. 

Solución amortiguadora de electroforesis: 

- Tris-HCI (pH 8.8) 25mM 

- Glicina 192 mM 

- sos o.1 % (w/v) ··· 

Las pfÓt~fna~ en.el gel de poliacrilamida o en la membrana PVOF fueron teñidas 

con azul dett66~'~'~~i~. 
' . :1» 

TinC:ióh de Coomassie: 

- Ácido acético 10% (v/v) 

- Azul brillante de Coomassie 0.01 % (w/v) 

- Metano! 50% (v/v) 

2.4.7. Western-blot 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Las membranas de PVOF (lnmobilon P, Millipore) se incubaban en metanol 

durante 5 min y se equilibraban durante 15 min en el buffer de transferencia con 

agitación suave antes de la transferencia. El gel que se iba a transferir fue incubado 

durante 1 min en 20 mi de esta solución amortiguadora. 

La transferencia se llevaba a cabo utilizando un sistema 'semidry' (Hoeffer 

Semiphor), y una fuente Pharmacia EPS200, a una intensidad de 1 mA/cm2 de 

membrana, durante 1 hora. 
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Solución amortigUadora de transferencia: 

- Glicina 39 mM 
' ··.~ .. 

- Metanol 10% (v/v) 

- sos o~a'37s% (w/v) 

- Tris 48_mM 

2.4.8 .. lnmunodetecciónde •proteínas 

'· -·: ',,_ ':' ,·. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Para inmunbdetectar.las protelnas ya transferidas a la membrana de PVDF se 

utilizó el sigúiente prótci'colo: --

1) Incubar la me~braqa con l~block_ (Tropix) 0.2% (w/v) , Tween 20 (SIGMA) 

0.1 % (v/v) durante. al meh.os .)f ·hora a 25ºC con agitación suave. 

Alternativamente se·púede~ihciJiJar I~ membrana de PVDF tod_a la noche a 
. . • - - ,-· , '~ , •/·.¡-•' .... 

·.:.-4°C-éBr1a9fr~ci6rfsúav~;,1·L·:;_:_•-·-••_•-•- - - -. 

2). - lncu·b~r:6o~
3

~h~htÍ'~j~~~~-¿~¡~~rici que se requiera durante 1 hora a'25ºC en 
. ; ~--- -., <~_!:{_!~i:'~, :-_,,:>:.'.-r·i,~;·~-'.:1:!::·~-:r/\.'b:-:1:>·j~:··~~-z:f~\~--::>.:-.:?:·;~;-:~;::_:~<~¿-~_: :.-: -··-: · -· · ~ ,. . ·. -. · ·; · 
. 5 mi ae;s_otuqi_qr;i ~-e_füo@e§t~gi~¡;¡ndo en un Roller Mixer Srt 1 i -
. -- _· ·· \ /:~: :- ~;:_:_~,-:: .. :;·/_~_/::~_\J"-:;;;:~.'.-~,?-.~~~~:;il~~~~:~J~x·.:,~~~~i;:::;':·~~-:~f;--- ·:',-'. _, ·:-: ,'._'..· , ·· , 

3) Lavart~ef> v13ces·l~)JJE3íl1bre1n8: cop 1 O mi de solución de bloqueo por 5 min. 

:: ~Jii~~~~J~¡i~~~Ji~~~t"~~
1

::~~~~:i:~~~:~:"::::::d:I:~" 
6) Lavar tr~~'v~d~~ '~ó~A0':~1:c:leun buffer de ensayo (dietilenamina/HCI 0.1 M 

.,!··"· .~.:.; -L;-.·, .. ·::>~::---•,.>1<:"\'·(~1--,<-, "<:·::.~-,-·~,._~-,-";· 

pH 1 o+ fv1gCI 21 mív1):' --
. ' ·. ~',\:: . ., '.". ' '·" ~ ' .. · .• . . ·' - ·.- '. . 

. ; __ ,.:_ ... :·:·· . 

Extender la membrana de PVDF sobre una superficie plana e incubar con el 

sustrato qüimioluminiscente CSPD (Tropix) 0.24 mM. Añadir Nitro-block (Tropix) 0.5 

mg/ml disuelto en buffer de ensayo para aumentar la eficiencia de la reacción. 

La quimioluminiscencia se detecta exponiendo directamente la membrana sobre 

un film fotografico (Fuji Super HR-N) o mediante el sistema Lumi-lmager de Boehringer. 
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Al mismo tiempo se procesa otro gel con las mismas muestras y después de 

transferir las proteínas a una membrana de PVDF se tiñe dicha membrana directamente 

con azul de Coomassie para calcular, con la ayuda de marcadores de peso molecular, el 

tamaño de las señales obtenidas en el film. 

2.4.8.1. lnmunodetección de proteínas oxidadas 

Cuando se detectaban las proteínas oxidadas (véase apartado 2.4.5 de 

Materiales y Métodos) la solución neutralizadora contenía: Tris 2M, glicerol 300/o (v/v) y 

P-mercaptoetanol 15% (v/v). Esto permitia analizar las muestras medianté geles de 

poliacrilamida, sin necesidad de añadir buffer de solubilización o buffer de carga. 
,,:-..<· 

La inmunodetección se llevaba a cabo siguiendo el mismo protocolo' que se ha 

descrito en el apartado 2.4.8. En este caso, el anticuerpo primario es antí~DNP (Dako), 

obtenido de suero de conejo, y fue empleado a una dilución 1/20000. El anticuerpo 

secundario, conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma), fue empleado a una dilución 

1/25000. 

2.4.9. Coinmunoprecipitación 

El protocolo de coinmunoprecjpitación que se empleóJÚe,el;siguiente:. · 
' • " • ·' • ' • ' " ' •• '.' • "- ' ' • ~ ,' .. --· , ,,.~ .·' ' • -- • ' - • • 1 • • • ' • - : • • • 

1) Recoger un cultivode;E"~;cóli,'ehfase exponencial (06600 0.2-0.3) de 50 m~ y 

centrifugarª 5,ooo rpM ~J~'~~Xt~,,~ ll11n · ª 4 °c. . . . . 

2) Resuspender las células en 500 mi de buffer de lisis 

Buffer de lisis: 

- HEPES-KOH (pH 7.9) 1 O mM 

- Ditiotreitol 1 mM 

- Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM 

- NaCI 125 mM 

- Nonidet P-40 0.2% (v/v) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

45 



46 

- N-tosH-L.~fenilalaninaclorometilcetona 0.1 mM 

- pepstatina A 1 ~1M 
- - - '' .' ; __ ~ __ .,. : -·, 

3) Sonica(las c;élülas a 1 O ~1m durante 30 s en hielo y centrifugar a 12000xg 20 
- . .• ":·.~··" J."' • ' ' 

4) Calcui~r)a ~smc:;entración de proteína del sobrenadante y diluirlo con buffer 

de Úsis h~~t~f éiGftengªmos una concentración final de 2 ~1gh1I. 
5) T~a~~f~rFu~~,·~\'1~Jótide 250 ~da otro eppendorf. 

6) .· :Añ~dif~'.1,M~1d~Í,~~;Htl 6J~rpo, mezclar y dejar incubando en hielo sin agitación 

d U. r'~ri!~~!:f ~~~;t~t~l~;i~y~~tk, 'Y . . . . 

7) P,esariao/mg de}protef na A-Sepharosa (Pharmacia) aparte y lavarla con 
- ·«' .· '" : -~ .- ' .· . ..: . . . ' - -, .· . ·-. . . 

agl.i,él 'destilada 3 ~eces. Después resuspenderla en 80 J-11 de tampón de 

lisis en fria duranté al rlienos 1 o min antes de su utilización. . ·:- -

8) Añadir 40 ~d de la s~spensión de proteína A-Sepharosa al extracto. 

9) Incubar durante eo:ri;ib a4ºC en un rotor orbital para evitar que sedimente la 

re!3ina. , :.·) -... :.~_~,\ ", 

,::;>::~_;_},·,:: 

1 O) Centrifugar 8 s a:5000 rpm a TA y descartar el sobrenadante . 
. , . - . ·•· .... ::.-:': '.; .. _~,;;J >:Y·{ 

11) Lavar el pellet4~5'yeces con 500 ~d de HEPES-KOH 10 mM pH 7.9, NaCI 
.· .'' .,; .; . ,··.,~·~.';' ,;;•:i e_-,.• e '· 

125 mM .. Descartar'el sobrenadante en cada lavado. 

12) Tomar'.el'pélf~Íy añadir 12 ~d de tampón de solubilización diluido 2.5 veces 

con agÜaidestilada, incubar 3' a 1 OOºC y añadir 4 ~d de buffer de carga. 

13) Centrifugar 3min a 10000 rpm y tomar el sobrenadante, que está listo para 

ser analizado por geles de poliacrílamida. 
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RESULTADOS 

3.1. DnaK en la protección de la enzima AdhE contra el estrés oxidativo . 

. La hipótesis que se planteó para este trabajo era que la chaperona molecular 

DnaK estaba implicada en mantener la actividad aeróbica de la enzima AdhE. Si la 

hipótesis era correcta entonces al disminuir la cantidad de DnaK en las cepas JE46 y 

. JE52 (etanol++) estas no podrían utilizar al etanol como única fuente de energía y 

carbono en condiciones aeróbicas. 

-.~-:- . ...Ea,ra ello se estudió la capacidad de crecimiento en etanoI;dé las cepas JE46 y 

JEs2?~:·¡~5 .. cuales se les substituyó el gen dnaK por la construcción Pi.PTGdnaK, en 

comparaci_ón a su cepa isogénica ECL4000 (Fig. 3.1.). Las cepas con la construcción 

P1PTGdnaK fueron construidas por el Dr. Jorge Membrillo Hernández. 

Ptrc 
[" ----'-. _;-¡ - .. -d-na_K __ : -. -__,H d11aJ ~~_c_a_t_~ [" ~' _l_a_c_f<i~f-

Figura 3.1. Construcción PiPTGdnaK. El operón formado por dnaK y dnaJ tienen el promotor 

Ptrc el cual _es reprimido por el super-represor Laclq. Para facilitar la manipulación genética de la 

construcción fue añadido un casette de resistencia a cloramfenicol (ca/). 

3.1.1. Requerimiento de DnaK durante el crecimiento en etanol de la cepa JE46 y 

JE52 

Las cepas JMfi803;;:Jfylb:J~0,5,,y.:i_EGL4000 fueron crecidas en etanol y glucosa-
' .... ·.· ., _, . ' 

·: . ·.:.: ."'_,_· -._1._.· _ _. . 

etanol como fuente de carpormj~n; condiciones aeróbicas o anaeróbicas, en presencia o 

ausencia de IPTG (Fig, 3'.2.). . 
··;~ '.~ 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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A Glucosa+ 0 2 

B Glucosa - 0 2 

C Etanol+02 

D Glucosa/Etanol+ 0 2 

Figura 3.2. Crecimiento de la cepa ECL4000 y cepas mutantes diferentes condiciones y 

fuentes de carbono. Cultivos de la cepa ECL4000 (silvestre), JMH803 (PiPTGdnaK, adht=A267
TIE

556
K) y 

JMH085 (P1PTadnaK, adht=A267r) en MM más glucosa en condiciones aeróbicas (A) o anaeróbicas (B), 

etanol aeróbicamente (C) o glucosa/etanol (O) como fuentes de carbono, en ausencia o presencia de 

IPTG 1 mM. 

Se observó que el crecimiento en presencia de glucosa tanto de las cepas 

mutantes JMH803 y JMH805 como de la cepa ECL4000 no es dependiente de DnaK ni 

de la condición en la que fue crecido el cultivo. Sin embargo, al utilizar el etanol como 

fuente de carbono, únicamente las cepas JMH803 y JMH805 pudieron crecer en 

presencia de IPTG. 

Con los resultados obtenidos se puede concluir que las cepas JMH803 y JMH805 

requieren indispensablemente la presencia de la chaperona molecular DnaK para utilizar 

al etanol como única fuente de carbono y energía. Sin embargo, con este resultado no 

podemos afirmar que exista una interacción entre DnaK y AdhE. 
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3.1.2. Actividad ,enzimática de AdhE. 
' d', ..... ·¡ ~ _j., 
. -. ·~ -~-' ::...~J 

1 TESIS CON 1 
FkLLA DE ORIGEN 

La· necesidad:de,ÓnaK,en las cepas:JE52 y~JE46 para crecer en etanol como 

unica fuente de energia,/~a'rbonc>Jno'.neóesari.an1enté;implica uria relación entre la 

chaperona y AdhE; en ·~1 <~~R:,"?M~~~~~/,!g~~~}1.~:n~~6'~~~ 1~,1~,disminuir los niveles de DnaK 

en las cepas JE52 y JE4'6 se áfoetaríala.'aóthíidad'.enzimátíca deAdhE. 
; ··: -.- _,_Óo_~-~-~'.:-~,;~,:~;;:~-f~~~~--~:~~~L'.\~\;:~(~ :;'~~' :~:<~··,: .. } .. ~. ~~ii-~-:~~~~- ~d. ;."' ' 

--... :··~:;;; - - - ·-~ :._'~«·j .. '.· .. -. 
..... --·/\;.'.~:.:;;-"':: ,;_~:~~.,:~f~_i:~r~~-.:. ~~-;._:·;:i)~·(/~-~~~!< t ~ ~ -'· , ~-:.: ....... _,._ 

Con base en lo antericir}.~se allafizó'.;¡¡{:acÚvidadide'.)\dhE'en extractos celulares 
. - ·~ -:. __ ::~,:·::·'; ~.··, {/;'.)~y?:>~.;;_::~~)~:/~ ~'.~~;~~·>;)>/~-~~~::·;t~~::1'.f;1,:tt~;f~0~t;~-~~é:~::.'.;~ -_ ~;:~:<:5~·~;,t·,::~~-. :;>;:--:_i/'·.:~t~ ;-- -':~' :' ·::: ·_ . '. • 

provenientes de células' con:;'d1ferentes',Jondoss(geqet1cos' en Jos c.: cuales se h1c1eron 

combinaciones de .los :'a1~l~~·;t~Á~Ri;~':\:~Gh'~;¡;fr~~:¡,-~-t1ff1~~¡~·~~,~fbA . creéÍdas en . MM 

~º;~:::~~:~ºc;it~)~~i~~f i~tif l~~~~~~~1f ~!~{:;¿~·t.:::::.~º;i;. ;¡;.)'ª 
Se observóci'ar'af:rl~Qte.'~ú~Xt{~Y],~ayoÍ·actividad en general de la enzima AdhE 

en condicione~ an~e~ÓG~i¿~~·;'~ó~~~~:hÓHdi6iOh~s aeróbicas. Por otro lado, en aerobiosis 

únicamente las c~p~·~,:;(tj~e·:1,-f6'htie~~~ el alelo adhE~267TIES5BK fueron capaces de 
- · ... < ·· .. ·- ~· :_:, ·~:'..~f:,?~\.'.~ .. -\.~~:i~·t:~~~~?~\Y:~-?~:::.~~~;::,~, · -_._ ~ 

mantener la activ.idad'.S9'zirffatiéáéle AdhE con excepción de la cepa JMH802 (Fig. 3.3. 

A). Además, 8~·8~t~rfüir{g,;·tj'~~\~ibha actividad, en aerobiosis, es dependiente de la 
' '·~· ·( <·:') ~-f·~ ... ~.~-{-:?f~;-~~~-~:~(?:'.~~~~~;~~'.-~l/k:('~::>:·~~.''·?·; . . 

presencia de.Dné]KL:Ya.;q9~.:en la cepa JMH802 no se observó actividad aeróbica de 

AdhE y en ia;'j~Had·t(~;;~~d~~kadhEA267r16568K) solamente se detectó la actividad de 
• ' - .:; ,'; • 1, •.• "T·:<;.t _ ,;'c,·.-~í·. ·. '".:¡·1:, ·' .. ·e,,':·. : ~.__, ~ __ ;...- '· 

En condici6ne~'a~aeróbicas la presencia o ausencia de DnaK no es determinante 

para mantener los altos niveles de activid'ad de AdhE (Fig. 3.3. 8). Cabe señalar que las 

cepas que tienen el alelo adhEA257
rissBBK presentan mayor actividad enzimática que 

aquellas cepas que contienen el alelo silvestre. 

Estos resultados sugieren fuertemente que la actividad aeróbica de la enzima 

mutante AdhEA257riEsGBK está vinculada a la presencia de la chaperona molecular DnaK. 
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Figura 3.3. Actividad enzimática de AdhE en diferentes fondos genéticos. Cuantificación de 

la actividad de AdhE en las cepas ECL4000 (silvestre), JMH800 (LldnaK), JMH801 (PtPTGdnaK), JE52 

(adhE'1267TIESBBK). JMH802 (LldnaK adhE'1287TIESBBK) y JMH803 (PtPTGdnaK adhE'1267TIESBBK) en condiciones 

aeróbicas (A) o anaeróbicas (B), con glucosa como fuente de carbono en ausencia (barras blancas) o en 

presencia (barras obscuras) de IPTG 1 mM. 

3 .. 1.~. ,Ensayos de coinmunoprecipitación: Interacción física entre las proteínas 

DD.aK 'y/\dhE 
' . ':í ·:· ~ . .:,,-_:.,-~ ': ,., ., -

Los datos hasta ahora obtenidos apuntan a que la chaperona molecular DnaK 
.. · . .¡ - · ... 

tiene una función protectora necesaria para que la enzima AdhEA25n 1
E.sseK pUeda 

manten-~r su actividad en condiciones aeróbicas por lo que muy probabl~m~r1te una 

porción considerable de esta enzima se encuentre en complejo con DnaK. · 
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. . . ~ 

A través de ensayos de c.c>inrnunoprecipitación, los cuales fueron realizados en 
· · :;..- ·,~ \~_: ;-¡>. ~::~ ... ':t )>~-.;:~;.'.~~~~--:::.,·~i;~~é,;~·-;~/c::~:r·,:, ,_( . ;_ ~- '. _ 

colaboración t:ori el.grúpcni~r.Pf;Joaquim Ros de la Universidad de Lleida, se analizó el 
l.;.' .. '" .• : . -~ . 

nivel de interacCiéin 'eritre~Ai:lhE;y DnaK. Estos ensayos consistieron básicamente en 
. ', - ·-· ',· ,. ---··- ··- \, '" -· .. . 

precipitar del. e~trado C~lul_ar a ~dhE utilizando el anticuerpo anti-AdhE. De la 
.i.- 1-~ ,~ •. ' 

precipitaéión bbtenida se 'realizó\Jíl Western-blot para identificar a la chaperona DnaK 
• • •• - ' '· :: 1 ' ,.-_ e~ '... ·:,·-' ; ' '. • { i 

utilizando al anticuerpo. ariti-DnaK, de esta manera la intensidad de la banda que se 

observe eri erWe~tem-blot estará en función de la interacción entre DnaK y AdhE (Fig. 

3.4.). 

Claramente pudimos observar que la interacción entre DnaK y AdhE es mayor en 

presencia de. oxigeno, lo cual sugiere que el reconocimiento de DnaK por AdhE 

aumenta al ser da_ñada por MCO. 
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JE52 +02 

JE52 Ettrnnol -

B 

20 

:r¡¡ 15 
e 
o 
Q) 

~ 10 
> 
·~ 
Qi 
a::: 
-g 5 
:E e: 
ro 
(.) 

o" 
1 

N o 
+ 

6' 
+ 
N ..., 
w ., 

TESIS OON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 3.4. Coinmunoprecipitación de DnaK en extractos celulares. Western-bici revelado 

con anti-DnaK de inmunoprecipitaciones de AdhE en diferentes cepas crecidas en condiciones aeróbicas 

y anaeróbicas (A). Análisis densitométrico del Western-ble! (B) a través de unidades arbitrarias (1 unidad 

arbitraria = intensidad de la banda ECL400 -02 ) 

Así mismo.se observó que en la cepa JE52 (adhEA 267
T
1
E

568
K) la interacción entre 

AdhE y DriaK·> es mayor que en la cepa ECL4000. Con esto concluimos que las 

substitucionesde aminoácidos que se observaron en la enzima AdhE de la cepa JE52 

(A267-> T y E568->K) aumentaron el reconocimiento por DnaK. Además, se observa un 
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incremento en la interacción cuando la cepa JE5.2 crece en etanol como única fuente de 

carbono. 

Con. los datos~bten.idosse demostró que existe una interacciónfisica entre AdhE 

y DnaK;' aderiás,:q~~·dlcha, intera~ción es .indispensable para.q'~e ÁdhE pueda tener 
. '' . f" ', ,·~: :,",.;:.,:, ."·, ·: - -· ·:· . " - , ' ' ' . .·· . . ' 

actividad eri conc:!Jcior1~s a.eróbicas, en otras palabras la chaperona mo.lecular DnaK 

proteged~ la.irÍ~cfi~~clóíl~Ór oxidación a la enzima AdhE. 

3.1,4; Cuántifid~ciém de grupos carbonilos en el extracto proteico en ausencia de 
onél.i< ... · ':}·:<f<'" · ·· · · 

,,··~) ,:_.;;' .' ·:<<;'. "' 
. "~i'i .. " 

., .. ><.'' /~-~~~;, - _' . .: ' ' ' : .. ' -: -. ; .;:;}.:~·-:_:;:;_:· .: f::>\:; :~"_:i;:::>-~-~:\}:· ~_;.:\¡'.::;::'_~~ :: : : .. 
A la chapéroná'.Dna1< se)eha 'descrito.iJnpap~.' CTiú{i'1Jp0ffante enla respuesta 

.. ~.-~.:~é~-~~~'P,~íg?·t;~F:;:~'/~?~•iºCª6i;:ritf .nb,{~~1 #r' '~~:·:~t'Y'Fi;;,<~~·~~9·• ~1.apartado 1.3 ), 
; '.además;· se hademostr.ado qu:·ona~(interacciona· físi.c.amente cOn .un gran· número de 

. prote.r.nas"·<q~~~~riih9:~:~.'..~{:.~~.2~83}~;i:~~r·Iii~1~·::~~ .di,ffcH;~~r~~·~ ·.~~e· DnaK únicamente 

·pYoteja de·1a'"oxiaa~iql);a1a_enzi1na··AdbE .. 

para. sa berf~~~~Q". g~n~ r,~I es la pa~1C1g~dg~ de pn~K .en .1a protección al estrés 
oxidativo se. realiiÓ~la~c~~~btificació'~ de le ·acun,U1ación ge grupos carb_onHos, que es una 

··'•>f; tú»:~.~t~:,;(,.'.'~?{i'.·> :.>;·_;',_-:-.;~::.•·'~\•;1,_···;·;_-.. :··> ::_:.r.:."'-,C'.f:·.:,·'.',<~'i;·\_;:;:/·' ·'."''' ':::: .. •.>·· ·;_: _;.: , .. ·., ,·_ 
modificación irreversible:~ que s·ufren · 1as protef nas : pór la oxidación, en presencia o 

t ~~v, ~f'~'/)::,,'t~¡E.;,.J-5 _ ... -~.,: •; é '_, ~ .,,' *~'-. :- l, :r '' ••, ,_ -< ··.·" 

ausencia de esta chaperona\(f=lg .. 3:5.). ,--"', : . ' .: , . · . , 

....... · .. :· :,.>~~'.,f'.{f ,, ,,~,~jt. . :~~tt-1 ~:,'"\:t~r.·-::1,;::qf,:f?''T~ ''..·, ·.::--··· .·. . .. ,... . 
Al. trntá(Ías" células: con'. H20:i', aciimulan 'una gran cántidád de. daño ocasionado 
: · .. ~· ;. , --:·~- i_~ ~-:~,_r,.},~\,J.~~'.:>:~';:,: '--~ ;,;:,,_~- .:_~_:;~,~~~~.;i)?'.::·-. -.~ ·:,·:;-":·" :·;_~"'.'"·:-,- .- '~¡:-; '::~.,; ·\ ¡;,-;' , .• -~-':~-·."'<¡:_,-~;;·".~~--?·~:}:~X-:. -~~';\'?:~:~/~J'• :_.;-~~-~~· ''.~r:?c:::¡· _.,. : · ·¡; ~'~ ::;·: ~_::-~ :~-:.,·< \ ':•~. · 

por radical~s' Íibres 'é:!e''. oxigeno: El radical' Rp- pue'de ,m(Jdificax. irreve,rsiblemente a 

algunosamlnoá~idos d~ l~s proteínas formando grup~s-carbonilo, los cuales pueden ,,...... ' ., ' ' . . 

reaccionar con la 2,4 dinitrofenilhidrazina (DNPH) formando enlaces covalentes. De 

esta manera podemos tener proteínas marcadas con dinitrofenilhidrazona (DNP) que 

puede ser reconocida fácilmente por un anticuerpo comercial - (anti~dinitrofenil) y 

mediante la técnica de Western-blot podemos detectar a las proteínas mayoritariamente 

oxidadas, basándonos en la intensidad de la banda obtenida, es decir, a mayor 

intensidad de la banda, mayor grado de oxidación (Levine et al., 1994). 
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' . 

Lacuantificación de grupos carbonilo se determinó en la cepa JMH0034 la cual 

tiene al gen dnaK bajo el control de un promotor inducible por IPTG. En la Figura 3.5. se 

observa que las células después de 30 min de tratamiento con H202 es mayor la 

carbohilación de las proteínas (es decir, mayor oxidación) cuando DnaK está en menor 

cantidad (sin IPTG), este fenómeno es más notable después de 60 min del tratamiento. 

A IPTG B 
:? c - + - + ~ 7 e 
c. .. .-~ .. l 
º uf@ e 
.s.. 
"' .51 ·= 

; . t'llr J: .• .8 4 
~ ... 

" '"' .. .,, 
o 30 30 60 60 Q .,, 

Tlompo (mln) do ·= 
tratamlonto con H20 2 

~ 2 
e 

e e 
Niveles do Dna K 20 

·IPTG +IPTG WT Tiempo (mln) 

1-~=i 
Figura 3.5. Formación de grupos carbonllo en células tratadas con H20 2• Identificación de 

grupos carbonilos por Western·blot en la cepa JMH0034 (PrPTG dnaK) a los 30 y 60 minutos de tratamiento 

con 4mM de H20 2 en presencia(+} o ausencia (-)de IPTG (A). Cuantificación de grupos carbonllo en la 

cepa JMH0034 por HPLC en presencia o ausencia de IPTG (B). Western-blot del extracto celular de la 

cepa JMH0034 en presencia o ausencia de IPTG 1 mM y de la cepa MC4100 (silvestre) revelado con el 

anticuerpo anti-DnaK (C). 

Claramente se pudo observar que la función protectora de DnaK durante el estrés 

oxidativo no se restringe únicamente a AdhE por lo que muy probaulemente esta 

chaperona, al Igual que durante el estrés térmico, tenga una participación fundamental 

en la respuesta al estrés oxidativo. 
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3.2. Estudios sobre la participación de diferentes chaperonas moleculares 

en la protección contra el estrés oxidativo 

Gracias a la gran cantidad de trabajos realizados en E. co/i y en otros 

organismos, incluyendo eucariontes y archeas, se ha podido describir, en gran medida, 

la importancia que tienen diferentes chaperonas moleculares en la protección al estrés 

térmico. Sin embargo, se sabe muy poco sobre el papel que tienen las chaperonas 

moleculares en la protección al estrés oxidativo. 

Hasta ahora se ha demostrado que la chaperona molecular DnaK juega un papel 

muy importante en la protección al estrés oxidativo. Nuestro siguiente objetivo fue 

estudiar la relevancia de diferentes chaperonas moleculares durante éste mismo estrés. 

Como Üna aproximación general estudiamos la formación de grupos carllonilo en 

las proteínas de las cepas MC4100, JGT3 (.1cfp8), JGT11 (.1htpG), JGT17(.1ibpAB) y 

WM51 (.1hs/O) después de un tratamiento con H20 2 (Fig. 3.6.). 

Se observó que las mutantes deficientes en las chaperonas ClpB, HtpG y Hsp33, 

la cual es codificada por el gen hslO, acumulan una mayor cantidad de grupos 

carbonilos que la cepa silvestre MC4100 al ser tratadas con H202, lo que sugiere que 

dichas chaperonas pueden tener un papel protector contra la oxidación. Así mismo, si 

en el patrón de bandas del Western-blot de grupos carbonilos pudiéramos encontrar 

bandas especificas estarlamos identificando blancos específicos de las chaperonas 

mutadas. Sin embargo, no observamos diferencias obvias en el Western-blot, lo cual 

podría significar que la participación de las chaperonas estudiadas sea muy general. 

Aún así, no podemos descartar la posibilidad de que hubiese especificidad en las 

chaperonas por su substrato, posiblemente la metodologla empleada no es 

suficientemente sensible para observar las diferencias. 
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Figura 3.6. Formación de grupos carbonllo por H20 2 en cepas deficientes de diferentes 

chaperonas moleculares. Tlnclón por Coomassie de las proteínas (A) e lnmunoensayo con antl-DNP 

(B). Identificación de.grupos carbonllos por Western-blot en las cepas MC4100 (silvestre; 1), JGT3 (.dclpB, 

2), JGT11 (.dhtpG, 3), JGT17 (.dibp1, 4) y WM51 (ilhs/O, 5) antes y después de un tratamiento de 60 

minutos con 4mM de H202 (*). 

3.2.1. Recuperación de un estrés oxidativo de cepas deficientes en diferentes 

chaperonas moleculares 

Para obtener más evidencias sobre la importancia de las diferentes chaperonas 

en la respuesta al estrés oxidativo realizamos curvas de recuperación al tratamiento con 

H20 2 de las diferentes mutantes. De los resultados obtenidos en la Figura 3.7. se puede 

observar que la cepa silvestre MC4100 tardó 4 horas en recuperar el crecimiento, 1.5 

horas más tarde la cepa JMH0035 (¿jdnaK ) reanudó su crecimiento con un tiempo de 

generación similar a la cepa silvestre. En contraste, las cepas JGT3 (.dc/pB), JGT11 

(LJhtpG), JGT17 (LJ.ibp1) y WM51 (.dhs/0) tardaron 7.5 horas después del tratamiento en 

reestablecer su crecimiento pero a un tiempo de generación menor a la cepa silvestre, 
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inclusive, a un tiempo de generación menor al que tenlan estas mismas cepas antes del 

tratamiento con excepción de la cepa JGT3. 
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B 
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~ 0.1 

o 100 200 300 400 500 

o 

Tiempo (mln) 

.~ 
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Figura 3.7. Curva de recuperación al tratamiento con H20 2 de mutantes deficientes en 

chaperonas. Curva de crecimiento de las cepas MC4100 (silvestre;•), JGT3 (tJclpB; •), JGT11 (tJhtpC; 

~). JGT17 (tJibpAB; •) WM51(tJhs/O; o) y JMH0035 (tJdnaK; •)en MM suplementado con hidrolizado de 

caseína 0.1 % y glucosa 0.2% (A) tratadas con H202 a una concentración final de 4 mM al momento que 

Indica la flecha (8). 

Esto sugiere que tanto la cepa MC4100 como la cepa JMH0035 pudieron, 

aparentemente, sobreponerse por completo al daño causado por el tratamiento con 

H20 2 , a diferencia de las cepas JGT3, JGT11 y WM51 que aunque pueden recuperar el 

crecimiento, 3.5 horas después que la cepa silvestre, el tiempo de generación se 

observa afectado, lo cual puede deberse a que dichas cepas no pudieron corregir por 

completo el daño causado por H202. 
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• 
3.2.2. Viabilidad de cultivos de. cepas deficientes en diferentes chaperonas 

moleCulares'ciei~~pu~~··á~\Íh ~strés oxidativo 
'• • -• ·~ ' e' '_<:)_ 

Al realizare~~~VC>~··c!9;~iabiHdad, después de un tratamiento con H202, con las 

diferentes ;,,~~t~rit~~'.'(~;;;p~s~f··cj~·ia clara deficiencia en el crecimiento en condiciones 

oxidantes (Fig: if. s'{,'§(;['i, I~~ ,cepas WM51 {.<lhs/O) y JMH0035 (LldnaK) fueron 
.• '.' ~ - _'. , ... -.' • ¡ -

sensibles al trat~miél]to; en comparación a la cepa silvestre, en aproximadamente un 

orden de magnitud (Fig: 3.8.). A pesar de que en el experimento se observó que la cepa 

JGT1 7 (tJibpAB) es má,s sensible que la cepa silvestre, no podemos asegurarlo debido a 

que la tasa de crecimiento .de. la JGT17 es menor que la cepa silvestre y a pesar de que 

se intentó ajustar pó(la·d~insidad de los cultivos sin importar el tiempo de incubación no 

se obtuvieron ~e~J1t~ci6i!;'.dd~fiables, al parecer se tomaba una menor cantidad de 

células de la ~epá ~~\a·~:t~~Ued~ la cepa silvestre, esto puede deberse a la mucosidad 
:· ·. ,_ •, --;:> .•,-,_·;·:: ~- . ' .. ' 

de las células de .1a§ep'~ .J'(3,f17·.Yqueal medir la densidad del cultivo posiblemente este 

no tuviese la ·mislTl~á.: célhtfd;~~·,:jci~lcélulas, que la cepa silvestre ya que las células son 

mucho mas fil~m~htb·~,J~:·~;Q&i¡~~:Bé~é~ cepas (datos no mostrados). 
• .. ' ··< <_.).'.'_···•::~ .. 'e·'.·--_..,'.~'-·::-"-:::'."'.'•>-'"-:::;.-..·,\(·_:., ' 

Por lo anterior podemos decir que las chaperonas Hsp33 y DnaK son importantes 

para mantener la visibilidad de las células en altas concentraciones ae H20 2. 
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Figura 3.8. Viabilidad de mutantes deficientes en diferentes chaperonas después de un 

tratamiento con H20 2 • Los ensayos de viabilidad de las cepas MC4100 (silvestre), JGT3 (LlclpB), JGT11 

(.1/1/pG), JMH0035 (1\dnaK ), JGT17 (Llibp1) y WM51 (Ll/1s/O) fueron realizados después de un tratamiento 

con H20, BmM por 1 hora (flechas blancas). 
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3.2.3. Búsqueda de otros componentes que participen en la defensa contra el 

estrés oxidativo 

Como 'y~ hemos demostrado la proteína AdhEA25rnE55sK requiere la p;otección de 

la chap~Pórf~/ffi~lecular DnaK para llevar a cabo su función en pres~f}cik de oxigeno. 

Sin · errib~~~9';?i}~e· ha demostrado que/[)n~K.puede ••. interaccio~árJ'con .··.cliferentes 
-- · - ·:·>~;c~~~_'.:::y:-.)--.:.: : __ ¿; ·:•~:~::,:'; : .. -~· _. - . .: -"·-: - _;;:.,--_. ·~·j ·iil~;:~··;_';~·~~·;·.'.«:'.~~·-;;~~ >-~~~_:>.:.~ -~-~;·\ \':.·;;:;::éo_·; f¿~~;;!.:~j~~;.".;{~~~~~:-·· -~:-::~-· ·; ;;:-/- -7 . <J: · '.. \ 

chapéroríás':<pi:fra mejorar su función ·~:protéctbrá''~eri5:: respuesta' 'al • estrés térmico 
. .. . -::~i :~·\l~)?;\• ~-i_i)·~'::~-· .:_- . :' -),~.,:;:·: ~.:,· <:> .,-{~~~~~~\~;;.~~;~ .;-·i.~:!~.:~:>/ .. ~: .. :::~:;~_~{,,~{-?::·~"-~ ::<;:::·1···:~ ~ h~~- :' : :-;·.:'. : 

(Goloubihóff e(:al., 1999; Mogk et al., 1999; Rüdiger!etaf; 2001 ;'Mogk et al., 2003) por 
. . __ :; ~:-;.~~,:_~-: ~.:;:;;·)~-:· :)~ '·-. ·.· . . -.. <J:.:.·_ \?.:\·· ')'-:1'.:i·;::.-~~~~-~~.:;-~::::< <;·J~·}<~~>'.i ~~(}':-"·):~:~;::,~::::· -.:.·;· :<' 

lo 'qúe:o.rfíúyé probablemente también . esté~ pa'rtiCipahcló~'"cbn'/otras chaperonas en la 
. ,··<~' . ' . .. . _,,,--. -. .. ,·';-C-. '" ._ " . -- ·. ·. ·- ' -- . ' . 

protefd~ll a la inactivación por MCO. Para :c~mprobar la· anterior realizamos 

mutagenesis al azar, utilizando minitransposones, y as'í identificar células mutantes de la 

cepa ú~~2 'que hayan perdido la capacidad de creceren'~tanol como única funnte de 

energÍ~;V~arbono en condiciones aeróbicas. 

32;3>1; Aislamiento de mutant~s de la cepa JE52 illcapace:sde crecer en etanol 

s.~·····re8:1.i~6.mUtagén·e~.is. a1 .• ·azar ... u.tili~ando;·~!'i()s'.fag·a.s),·.modifi.cado.sq.üe· 11evan al 

transpose~?"/r:i2lT~·5-·ó•.·mi~·iTn.1·a:·,(~~~;~+\~~J~ti:~lY{~~!~~#1~;'Ff~i~~~&···~.·~}3:'~): ..•.•. oespués 
de un ,mues~reo de 10,500 mutantes/se1IO~fÓ\l:li§l~r;,1.'rji~t(3ntes que habían perdido la 

capacidad.de crecer en etanol como úrilq~·,¡~·~:~t~:r,~~~~~¿·~f~í~·/·~~rbono en condiciones 
' ',.-:·~;'. ,;:;;,,,~ :··:--~~: . ' :(~' 

aeróbicas (etanol"). J~~t~?~~· ~¡fo 07.; . J:?t' 
-~-.-

La inserción de dichas mutantes fue tr~n~~ucida de regreso a la cepa JE52 

(etanol++) monitoreando la resistencia a antibióticos, con la finalidad de corroborar que la 

resistencia al antibiótico co-transdujera con el fenotipo, lo cual significa que sólo hubo 

una.tn·~e;rCiófj~d~ un transposón en el cromosoma. Únicamente se pudo transducir 3 de 

las.-,c~~t~~;:~~Gtantes, a éstas se les fue asignado las denominaciones JMH0206, 
, ... ~, ·.:;J.·~,, .... -~:.~;-L _.,.,":-; 

JMH0207.yJMH0208. 

Una de las hipótesis sobre por qué estas mutantes habían perdido la capacidad 

de crecer en etanol era que la inserción del transposón hubiese sido en el gen dnaK, 
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con lo cual la enzima Adhe257
TiE

55
BK ya no podría funcionar en aerobiosis. Sin 

embargo, ninguna de Í~~~hi~·tantes mostraba problemas de crecimiento 42ºC, por lo que 

se descartó la posibiliª'~EL'é:T~mbién se consideró la posibilidad de que la inserción 

hubiese sido en el gen ad~ef I~ cual es suficiente para que las mutantes no pudiesen 

utilizar al etanol. 

Mediante erisélfos7ci~'~P,~;:,R("si'gÜi~ndo la estrategia esquematizada en la Figura 

3.9. se demostrél que el ~~~:~dh;E:~~ 'kri6~ntraba intacto (Fig. 3.1 O.). 
' ·'. '· •• • <"• • 

A e 
adh5' B o 

Figura 3.9. Esquema de la amplificación fragmentada del gen adhE. Comprobación de la 

integridad del gen ad/1E amplificando fragmentos contiguos y sobrelapados en sus extremos utilizando a 

los oligónucleótidos ADH5'-ADH3' (fragmento adh5'), ADH A3'-ADH A5' (fragmento A), ADH 83'-ADH 

85' (fragmento B), ADH C3'-ADH C5' (fragmento C), ADH D3'-ADH. D5' (fragmento D). La secuencia de 

los oligonucleótidos está descrita en Material y Métodos apartado 2.1. 

1. 
i 

ndh5' A ll e () 

Figura 3.1 O. Corroboración de la integridad de gen adhE. Productos de PCR de los 

fragmentos adh5', A, 8, C y D del gen adl1E descritos en la Figura 3.9. provenientes de la cepa JE52 

(etanol"; S) y JMH0208 (etanol'; M). El mismo resultado fue obtenido con las mutantes JMH0206 y 

JMH0207 (datos no mostrados). 
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Por lo anterior, posiblemente la inserción del transp~són en u~a ~º en las tres 

cepas mutantes sea en un gen que codifique para una prqtefl]a que_ interaccione con 

DnaK durante la protección contra la inactivación de ÁdhE¡ie'7r'.Écici~i< po/McO.· ·. 
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DISCUSIÓN 

1 rsIS 89N 1 
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4.1. Resultados Generales 

4.1.1. Participación de chaperonas moleculares en la protección contra el daño 

ocasionado por el estrés oxidativo. 

Las chaperonas moleculares son proteínas que se han encontrado en todos los 
' . 

organismos estudiados, lo cl.Jé:ll. refleja la gran importancia que tienen en el 

funcionamiento· normal de las cÉ!lula.s. 
, .· '.. :>;-·-r.· :.·. ) ~->~'.: ·-;·. 

_: .. .,~;~i->:-. ~:~e~~-~\~~~:(-~· .... 
ReCientemerite ·se'':ha/.dado mayor interés en relacionar a las chaperonas 

· " · ·' ,'-l( ·' '' "" :-,-.:.:.{.- ·:·.'~''':'··~.¡ ·,_ r:~ ·~·:~··:--·.· «· 

moleculares<enla:·profecció'rÍ~áF;~strés oxidativo. Sobre esta línea, de manera muy 
- . -_:-~;: ;~,: ~ .. __ J,~<- ·\:._~~:·::-~; ·-~~\;\f,;~/i~~:.-_".,'-j~l~::.:~;fi0:;.:;,,~.:;-(¡~--~:'.~f{; __ 1 f~}:._ .:; :)': ·:. : . -

importante, se ~i:d:1~:sdit0'ia~la profef~ªHsp33 como una chaperona cuya actividad está 
':·· ::.·.: ··,i/~;~·~- 'E~0~'?-f.,:r.L'.!f~{~t{(~:!:~?,~<\·'.-~-fJ{~~*~f~~-;~:.;,_r~f~,1}>?·:f_:'.J<·'i:·;,,,·/ :.; 1 ,-~~~- -, ':,_ '.·'·· · , •. - · _ • • 

regulada por su~'.esta?~ ·r13dox\(Jakob et al.; 1999) y que el parecer partrcrpa en la 

:::~::::~~~:1~~~i~di~{{~~f:~~Irí~~~f ~~¡i;:cl~n r~~~~:::nt:~ :: f~:~:~s~: ~ 
•·.·. ·:: - - . ' . ' . ' ~ ' ¡·~· : .. -:.:.', •• -;·~.;) ••• 'i.>.~.:-.:-.~~.t¿~_<''• . :-,;·,;·.····<;~r::<::2· :' 1: '· ~c;·r:. :~ >L_ ,:j_ -

<·· .,•· .. : ' :t··~;):;~~¡~¡¡·\;~~t·.é~.·;r·;,\'.'. •. ··~.'. 
La chaperona•·· mqlécülár;,~p'Qa~,i'Jf:lsp?Q) de E. coli además de tener una 

. ·' -_" .· : . -:- . . ·_··, ·.:·- ' ... ·::·· ': :·."'.'\ .. ·' .• ,~•; -- .. t:·_·-.'.:' ~: :~~~·> '.' " .. ·:·_,~-\-~'- '_; ,;.. . " 

participación prim~fdi~¡··~n .l~.~:;}~~·~'Ge.~t~~-·a.1/~~trés térmico interviene en diferentes 

procesos celulares coo:;~ ~º~":1~tib'~;éQ'~~i'~'. d~ p~~teínas (Deuerling et at., 1999; Deuerling 
- ;; ___ -~- ·. :. '.''.i~·".~~:'.:f.'. ~-'.:~~=--~-3:-).~! .. ~?:t-::_-_~'- ! 

et al., 2003), en el contr()L,de;:la ·respuesta al estrés calórico (Arséne et al., 2000), 

secreción de protefll~s (~ild. ~~'.:~?.{1~~2),.~ntre otras funciones. 

·- - ' . )'-

El preserlte. iral:>ajo .r,~·.~ontrfbuid~ en demostrar la participación de DnaK en la 

protección de 1 ptdtéY~¡i'gt:~'doBtV~·:~Í:'dañó ocasionado por el estrés oxidativo en E. co/i . 
. . . -<{.: :. ·-:,,~;~:~ _;:~-.~~;~>:,¡~?~ ·. :/./?:~\2~{~::f;:j'.;< ~--~-~ .' :~~-:::~. '· 

Dicha asunclóri''tierie'como~fÚÍÍdam·entos i) que en ausencia de DnaK la oxidación de las 

proteínas en ,1~si'ci~lül~~;f¿~'·~B¿hc!i mayor duá.~dº son expuestas ª un agente oxidante 
: .... -,,,-~~~-·:.·.·:·:.y:.~;¡,:: J:>~~.·~.;¡~~~'."'.:;)i.<·:::_~·.~~,";,::: :::: :. :>" . < . 

como el H202;!'yJi)Oé:jtie~.una enzima fermentativa como la etanol óxidoreductasa (AdhE) 
.· . -, ,:;:¡-~ -~SZoi):f~~;~.'Jfr~_f;4~'}: _:~:~,'#;>\-,'.e,\:~- -. 

de E. coli, ln~:ctiy8:aai'pol".MCO (Cabiscol et al., 1994), a pesar de ser una de las 

proteínas' ~a~gf¡'f~~i'~i~~~r1te' oxidadas del extracto celular (Tamarit et al., 1998 ), puede 

llevar a cab() sÜ iiJ'°h'~·iÓn en presencia de oxígeno cuando es protegida por DnaK. 
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Posiblemente la interacción que hemos descrito entre DnaK y AdhE sea un 

mecanismo que los organismos que originalmente fueron anaeróbicos han empleado 

durante. millones de años para poder adaptarse a nichos ecológicos aeróbicos. ·. Cabe 

señalarque no es el único mecanismo mediante el cual una enzi111a puede contender , ,~' .. <· ... ~-'-· , :. , . ': \"r'.··-.. ·:,~ .. ::;-~::·.:.:·f:.:.-;l.<:~::·> .. :"" ~:. . . <: .:~'.·:.<·'":_·' .. '~.s·-" . .:..' ~·.·'."~·· ... :···.,".--·.-.·'._/·'~~~-~\:··-·.; 

contra_'la~oxidación ... Tener:nos:etejeniplo",deJa:einzi(l1a;~uc:O;(Lu,ef'a/.,1998), .IA cual a 
- . · -::_~ -~ .; •.::.~'. ·~' ":-.. · "- .-;.~:~~-- ~- ~: --:· .-. ~,: _;: ·"". '~:_.,.-:: i.'.~-):,_;,~ ~~~~-i::üf}$~}Ji(~'.:~·?;~~~;~:.1;~i~#?):{~:_:~;-... :.~ ~,:f1{};.:~~t{:<:~Ú;-.:]_; ... ,;,\: ~f:~?'-·!-<,L ¡-.~~'.".'; ·'.:;. :. '.- : ' . . : 

través de'substituciónes de''áminóácidos:en:·su':estrucfüra'primaria'adquirió per se mayor 
• :_ _ __ '. •• 1:. ': _· .._. :·_ _, - • .·: _ .-· • • --.<~:::,.: ·:;_~~:~·,:.;_f~::"f_~':;~i\~~·~)<f~'.{~:·;>~·~·:~_~_-:~;~.: 00~_:::;\'.;;;.~,~~~~;'lJii::~:;7·-;f~~~bi~.i1~([L~·~;t':'°~;·<.;·-~ >~··y.::·.:.\: .. '.· .. ·,-:~ ·., - ' ' 
resistencia a. la. inactivaciórii por,{oxidación.:?-Sin',:·ernbargO,\podemos sugerir que la 

p~otección de las proteínas p:br'J~:~-l~n~~%-~~~jt0:ít~~~~l~'tf s.:?:~~-tra eldaño oxidativo, 

haya sido en la evolución una solución inmediata\ para sobrellevar el cambio de una 

atmósfera reductora a una atmósfefd 6~ici1nt~.!i~fc~al ·dio tiempo a que mutaciones en 

el DNA pudiesen seleccionarse co'n la f\~affd~d d~: h~c~r proteínas más resistentes a la 

oxidación. 

Por otro lado, pudimos observar que' muta~tes defiCientes de ClpB, HtpG y Hsp33 

al ser tratadas con H202 présentan mayor oxidación en Jas protefna~ que su cepa 

isogénica (Fig .. 3.6.): las cepas deficientes.de lb'pAB ndpresentarcmdiferencias en los 
. . .;·:.<. >;··;· :~;¿-.:.- .. ·.<;.;; :,·.·. /~, · ·:··, J·; _ _ .. .": .. _ ::.·.'·: :" ·~::.,1·i<·~?f/J:'::>i~;i}}_¡;,>.;if::r~~~~:.!!{ri~:: :.i;~~.~/,»:~'; .:/~'. .:' . ..-.:·. · - '. 

niveles de carbóniladóh. con la sepa silvestre; lo cual'.éorrelacióna _con datos reportados 
:, :-.:-:;.'.·'\-).~ ... ~:•:',:·~<. ':;(.><,' '. ._. ·:.". ·~ -~:::!:::<~:~(~··::; .·~;~'.:/:,~.t·: ~'r ·:':'./ft:·.i,~--~~L·: .-~',. • --~'• ' -

por Kitagawa;fy~'6olaborácfores (Kitagawa et a1.;·2ooó)'do_n_de.··¡.9portan que cepas que 
. '"\·.J.'.<:.~-.~-. \~'.;/.-l'/~) , .. : .. ~~-;:.}:::- -~ .· ' . . ~ .. ;; .. ~-'..'f~·-.~:i:(~t~.;:_1-~'.'.:{~_-i);.: '/.: ... ; :~(-_: ..... ~':y: .. ' : . 

sobré expresan a·.1as chaperonas lbpA e lbpB son·m.á.s·resistentes a 0 2·-- pero no a 

H202. Ca~'~; .. 'J~A~1~/que en las mutantes Llc/pB,· .LJhfBG /L;fbpAB, a diferenci~ de la 

cepa silvestre y de ·1a mutante Llhs/O, se observ~ cla;~rnente la oxidación de una 

protelna con un peso molecular aproximado de 96 kDa correspondiente a la enzimn 

AdhE, sin embargo, es necesario corroborar la identidad de la protelna. Es importante 

señalar cualquiera que fuese la proteína en cuestión al parecer es un blanco para 

algunas chaperonas. 

A pesar de que observamos un aumento general en la carbonilación de las 

proteínas del extracto celular de las mutantes utilizadas, no pudimos identificar proteínas 

que fuesen diferencialmente oxidadas en las diferentes mutantes e inclusive no es 

66 



DISCUSIÓN 

. . : ; ,'. . . . . . ' 
posible identificar precisamente aquellas pro~elnas que fueron carboniladas. Quizá esto 

.. : . ·· , · .. : : ;•, : : .: ·, '< ': ::' .. ,'Xf::;:; ~;.<. U';c_ '.·:::;,f; .:_;;:•::~· {.'-.. ::},'.: ~.;,,-, ~· '; _;<:· ·, .:e,·, : ' · 
se deba a la resolución qüe se tieqe éri los 9E!les g~ P,oliacrilamidade una dimensión . 

. ' .-:>· ; ·~ ::~~., .. , '. , ;;:_ ·:-.·_. · ~ . : :_;·--_"·.:e. <i--- ·f·.<~,¡, :'.'~,·:~{.:._,y~·-~~{ }1'.~'"~ -><./'.?, L-~-~--;:-~-·-~:.::'-_.-.:· -:..- :;'.· ~)<:-~ :->:>·~~-~ -~ - -- -
•- . ;'.;:·~-~-~::-;::,o J ~~=';:.~~~:_;_ ~ ;;¡ .. ;,io_, ;- '.f:.o,~~,. '~~;~~-- ~ , -::__,__:.__.:· -~'.~ ~ '. 

~-- _- · ::.::: : _ :/:\-_ ~:-'1~·:j:.-;·i·);:·. t: '.'/·-·'.:'-~---~: r:~· :·. _'.- <--,~-~-:,i~:·:~?:;:--.~n~-'.~?.<;-~;~~---;~:{~f{':-~~-~-<~>~:;,;.:(.-,~'._:·:\?~-:/:~:"~~7;<\~. ·:·: · 
Como. traba.jó'áfuturo ··se identific~rá:·la:,form.ación<~e grupos carbonilo por 

Western~blot/Li;ufahdo ~ielés de proter~~f"~~,~~'.o'~:iét~;~e~~·;óri:. éon lo cual podremos 

identificar aquellas proteínas que son mayo'rita.riamerite oxidadas durante el tratamiento 

con H20~"-u~:btrBs:..,agentes oxidantes. y ~q~~li~s pr~telnas -. que son más oxidadas en 

ausenéia de alguna chaperona. 

Un.a ob~el"Vación interesante es.el he~~º que las mutantes LJclpB, LJhtpG y LJhs/O 

al ser tratadás corí H292 rió 's0h:capaces.8'e.recuperar la tasa de crecimiento anterior al 

tratam.i.~~t~:·~.'.'.~P';~5~s~~i~:$f~,·.?{!f .. ~~~~{~~7~:~t:, .. c~·Yª .. mutación en teoría tendría mayores 
repercUsioneá,··en~7lá .. protecfión>:~<1a·<oxidación y en funciones celulares, 

sorprendente~e~t~\ieh,'e:.Úna~re;:U"~~~~cf~_n más rápida que las otras mutantes además 

de ree~tablec~; :'1'~ f~~~Ici~' ~~~éH~'¡~;~{;jét~:At~·rior al tratamiento. Posiblemente esto se 
''t. ~,,.:·,: ,·,_ .. ,. -~~:-.~f¿._;.~7f1--~().\-L;'' 

deba a que un~ ·~t'.it~rite 'LidhaKpuéde.adquirir mutaciones supresoras que le permitan 

sobrellevar la .. falt~:de qr,'~:K; (~offib','i~;','s;bre expresión de GroEL), posiblemente esta 
... ,'· . ·.;::· ·;;:_ ·,:-,>,;:· <··.:.··:<.1J·'--·,'. ·' -

mutante ya tenga alguna supresión.· 
- . . ' .'. . - - -~·-· ·~ ' . . ~ -

A pesar d.~(r~t~.a;o~ ~Q ·.~I ,restablecimiento del crecimiento· de las mutantes 

observado erfl;;¡~fig~t~~.·:§/i~fri~~füS.hte las cepas deficientes en DnaK y Hsp33 fueron 
"- ... > -· '; ·.'.( :p~·~º .. ~::?·Cf< ~-;:\T,--¡~·:r"-··-~-~~~ ;·}':o/~~'.::)":,,,·_~·,;:=.·_'_-:-'.' ·. -· 

más sensibles· afrt'l202/·'/P.osiblen:iente DnaK y Hsp33 protejan específicamente del 
'-· -._-' ::: .1<·-~ '.,>{'.f(Ji' ·'.:~\!;,~!.:::;ftX:t{~ij:\: ~~~~i;~[:\~::-.~,: ___ · 

estrés oxidativo a protefnas·impórtabtes en .la viabilidad de las células. 
-: ~· :~< ~./>:;:-.,. 1: ·, • .-vw;,;-\:1~;,~,,.:.."'\•:,<,J''·· ·::.•,. 

: ..... , .,·:¿-:- ~)>:< ~· i:'~:';:> ··;.·, -q 

Con base en lo a[lt:rr~r~¿~t~ mencionado podemos decir que, además de DnaK, 
. .: >. > '.,:~· ~~ -~ ,~~-'.~~-~~~: ~- \~f~.;? /_Fi1f\ '; .. ~<-; : . 

las chaperonas qpB, HtpG'y Hsp33 tienen un papel de protección durante el estrés 
. ' '" -~ .-J ; ' 

oxidativo. 

La teoría más aceptada sobre el envejecimiento es la teoría de la acumulación 

del daño celular ocasionado por procesos oxidativos. Existen diferentes observaciones 

que sustentan diohé);t~oria,, una de ellas es el hecho que la única manipulación 
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experimental que retarda el envejecimiento en roedores y primates es la re~tricción 

calórica, la explicación de dicho fenómeno es que en estas condiciones di~minuye la 

oxidación a nivel de proteínas, DNA y llpidos de membrana celular (YoUngman et al., 

1992). Aún en bacterias se ha demostrado que el nivel de oxidación del las proteínas 

correlaciona con el tiempo transcurrido en la fase estacionaria en E. coli y que en este 

estadio, en respuesta a la oxidación, son expresadas diferentes proteinas entre las que 

. destaca DnaK (Dukan y Nystrom, 19ea)> Asi q~e muy probablemente en un cultivo 

senescente de E. coli la participación de J~§.:~haperonas en la protección contra la 
.;_- :·~ '..\~··' 

oxidación sea determinante en la viabilidad dé las células en dicho cultivo. Si esto fuera 

así, cultivos senescentes de mutantes e~ diferentes chaperonas ,Presentarían 

posiblemente menor viabilidad que una cepa silvestre. De esta maneráseria posible 

identificar aquellas chaperonas que son requeridas en cultivos viejos de.E.'c~li. 

Por último, a través de la inserción al azar de minitransposone~. ~~· l~gró obtener 

mutantes de la cepa JE52 (etanol++) que han perdido la capacidad cÍ~.~tilif~r al etanol 

como única fuente de energla y. carbono (cepas etanol").> Esfa(seiecc'i,Ón se realizó 
· ;..-.''¡ :·;'::- .· .,. ,'.-' -. --, ._:o· :1;::', ,;:_'.,~~~;:c~;{;'.:,;/.~',__ .. ~-~~.:,-·.,:_vl-::/' 

pensando en identificar alguna protelna que pudiera .~articipar, .jürito}o7pnaK, en la 

protección de la actividad. aeróbicá de, AdhEA:2emessai<. Las ~u't:Jb'.ibh;~;J~r~i~cinsables no 
'·- . -" - . 

se encuentran. en gen dnaK o ·adhE,-;ya que··.ninguna'de;1á$·:.rn'ütá,ntes presenta 

problemas de créciniiento a 42ºCy; por otro lado,' dernóstfa~o~<~·ó·{~l,'.g·~n adhE no ha 
"" - . : . . . . . ' :. -_--·-. '<.-· ~-i'•/'::-( .. ·:'.¡:' ,:_".:::.>:.,::;;_-~ - :(.;._·.~~-~?:.~-;:.-,~/;~~~\>-t~--~-,\:~::,:_\\O"-,'<:--;-:··~· ' : 

sido interrumpido por la inserción del fransposón (Flg; 3;'1 O:),;'.Siíl~embargo: no podemos 
> .- ':· ·_, -- - - :. · ; :-·,~<_··:::/:.~;- :·'.';.- -. .'-~_>,.,_ ---·:-· « .. -:·-'-,\r-:·.:~í--\~;j-.-:;::·<·;'~·/~_~\-f:J-'c_'·~--·_-\['·-:-:.;:(:;_·,-".-:·;~:.:.<-."'_"-> 

dejar a. Un lado la posibilidad de que' la• cantidad dÉ( la ehzimá °AdhE sea menor en las 

mutantes obtenidas o qúe su acti0ida8 esté afectada. 
-¡ ·. 

: .· .-:··. :·.:· 

--·· -· . ' • ' '·;:_- ,--::_-::::: .. :: .. ~:r:-_,:.;-;·~.;_/i:i;{;:~_\',,::i'.)·' •• ·~ ' <· e ,'· .... ;· •• :·:~_;_),~~-~:;~:·>~-'f.:~~-~-::i:,:~;·~~·:.::~\:~·.:-, 
Para• contmu~rco9\la::'.caractenzac1on de las mutantes .• ·;se.~ 1dent1f1cará al gen 

afectado• por la'.·ifÍ~~rb'ió~°}·.a~Y.:&í·r,~,6'sp~sÓn a través de · PCR~lhV1~~;Jb'.(•<+~·iribién se 
' 1 ~ , 

determinara cantidad de ~dhE·';:rnediante ensayos de Western.:bloty por último se 

analizara si la actividad de AdhE se encuentra afectada en las mutantes. 

j ! 
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evolved for aerobic function and protective role of 
the chaperone against protein oxidative damage 
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The adhE gene of Escherichia coli encades a multifunctional etha· 
nol oxidoreductase (AdhE) that catalyzes successive reductions of 
acetyl-CoA to acetaldehyde and then to ethanol reversibly at the 
expense of NADH. Mutan! JE52, serially selected far acquired and 
improved ability to grow aerobically on ethanol, synthesized an 
AdhEA267TIE568" with two amino acid substitutions that sequen
tially conferred improved catalytic properties and stability. Here 
we show that the aerobic growth ability on ethanol depends also 
on protection of the mutant AdhE against metal-catalyzed oxida· 
t1on by the chaperone DnaK (a member of the Hsp70 family). No 
DnaK protection of the enzyme is evident during anaerobic growth 
on glucose. 5ynthesis of DnaK also protected E. coli from H2 0 2 

killing under conditions when functional AdhE is not required. Our 
results therefore suggest that, in addition to the known role of 
p•otecting cells against heat stress, DnaK also protects numerous 
kinds of proteins from oxidative danrnge. 

t.•ruyrne cvolution r H!ip70 ch.ipC'íone 

E llH!lllll t>.\idlll'l'dlle'l;"c ( 1\dhE) oi' /o.\C'lic•ricliia <'Ofi i., a 111111-
lii'llllClional .:nzymc lhal e·a1alyzcs fcrr11cn1a1ivc prntl11c·1io11 

of clhanol by 1110 'cqucnlial NADll-dcpcndcnl rctlt11:1io11s ol' 
acctyl-CoA. ;i' wcll as d.:aclivalinn Di' pyruval·~ fornwk-lyasc, 
ll'hkh dcave·, pyruval<: lo a,·e·1yl·Cll1\ allll formal<:. Thi' largc 
f'l'lllCÍll lli' 81! 1 aa il(l(l<ll'e'lllly CllH.!l'¡,!<:d ª'a l'e'sllli llf ge'll<: fusillll. 
Thc NH:-lcrrninal rcgin11 oflhis prnlcin is highly ho11111logous lll 
lhc J'umilv of aldchvdc:NAIJ' o\idDrcduclasc,, wl11:rca' llll' 
COOl·l·lcr111i11al re'g

0

inn is homologous 10 !he fantily of Fe"' -
dcpe'ndcnl alcolwl:NA()' oxidorcductascs. Thc singll' Fe'· 
houml lo lhc akol1ol llXidllrCdu,·1asc 111nicly ol' lhc AdhE 
1m>111111cr is abo rcquircd l'or 1hc dcac1iv:1'C aclivily ( 1-4). Thc 
e·,1 i111a1e•d 3 x 1O'1\dhl: mok,·uk·' in an anacrnhkally grnwn ccll 
arc ª'se·mhlcd inlo hclical rotl-likL' slructurcs, or spirns11111cs, 
nwsl pf which e·11111ain 20-11() prntonll'rs. Rcsiducs 1-4.:llJ a11<I 
7113-1\l!O ol' Atlh E are in volved in ils pDlymcrizalion ami nrny alsn 
I"· rc,ponsiblc ft1r 11tc prnpcnsily or lhc prolcin lll aggrcgalc 
anwrpltously. Thc hinlogiL·;il signiJ'icancc ol' spiroso111cs. how
cver, rentains cnigmalk (J. 5. h). 

Dcspilc lhe n:vcr.,ihilily Df lhe lwo NADl l-c11uplctl reaclions 
,·a1;ilyzcd hy AúltE, wild-lypc r:. co/i is unahlc to grow on clhanDI 
as a solc sllurn• of carhlln ami uncrgy. hccall'l' lhc 11tll1F: g.:nc is 
lransnihed acwhkally al lmverl'tl lcvcls (7-lJ) ancl lhc hall'-lif'Lo 
"" 1\dhE ac1ivi11• is sluirlcncd durinl! acrnhie mclahnli,111 hv 
111c1aka1alyzcd 'mitlation (MCO). buring lhis prnccss. lhc 
hydroxyl nidicals locally ge'nl'rnlud hy lhc Fe'· hound lo Adhl! 
col'alcnllv all11e·k lhc amino acitl sidc d1;Jins ncar lhc ac1ive silc 
( IO, 11) .. 

Mul:lnls of E. coli e·apablc nf aurobic grnwlh on ulhannl as snlc 
carlmn ami c1wrgy snurcc hnvu hccn isola1ud ancl characlcrizcd 
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(7. 12. l:l).1\ll 16 indcpendcnl f'irsl-slagc 111111a111s s111di.:d hy "'· 
lypilkd by .1 E4í1, gre·w 11n el hanol wi11t a tlouhling lillll' ol' ::'·111111i11 
al 37"C ami sv11lh.:,i1.ed an 1\dhl': 11i1h a11 ,.\l;i-2h7 .. Thr 
s11bslilulin11 in Íhc ;1c·.:i:iltlchy<k:N1\() 01idllre·d11c1a,e· d11111ai11 
(AtlhE·'~"7 "). Sckclion ol'caclt 111111a11l l'or i111prc11·e·tl J:!l'llll'lh r:i/c· 
on clhanol rcsullcd in a second-slal!c 111tlla111. ,.\(( of lhe·w 
.-.·cond-slage• n111la11ls. lypifil'tl hy .11:53. grow on c/lta1111I wilh ;1 
tlnuhling ti111.: of 1Jll 11Ji11 and sy111h,•siz.· a 11111l:1nl prnlc·in 11i11t a 
Sl'coml amino acid l'lwnl!l'. a Cllu-5<11' _ .. , l.vs ,11fls1i111lio11 in lhc· 
L'lhanol:Ni\D' oxidnrctl11c·1as,· doma in (i\Zlhl :·'·~"' 11 """'~ ). 1\'c·i· 
thcr th..: first· 11or lhl' ..,l'l'1111d·"llt1c.l' 111111;1111 ... h.1rh11r 1tH1Llli1111 .. 

11ta1 al!'e·c·11ranscrip1i .. n:il c·u111rol.11f 1111/d. ( 121. 
1\dhF \:1i

7r L'alaly1L'' tli1: { ·.,,.\-dl·p1..·11dv1111k·h~dr11~L·11.1111111111 
ill'Claldl'hydl' '' ilh an i1u.:n .. •a\1..-•d 1 '111 ." .• \ppatl'lll I~ \\ hvn 1·.11;1-

lyzi11g lhl' tw11 ~L'.t¡tlL'llliid n•¡1c1io11" in 11 di11.:r111111 npp11"Ífl' l11 tl1.11 

of thc physiologi1..';il e llh.'. ;1L'l..'lyl-C'111\ lt ll lllil 111111 h1..'l'lll1h'' l.11L'

li111iling for wiltl-lypc· ,.\tlh I ·. Thc· l raclc·• •ff 11 '' i11111r1 '' inµ l h1· 1 , , " 
hv 1\tll1E·"''" is de·n,·a,l'cl lht•111>.d 1·11111111· ,1;d•ili11 ;111tl Íll· 

l';ºl:il.'L'd ...... ~11~i1h·it) lt1 ~l< '() dt111lil!!I..'. Th~· ... l·~·1111d .1111i1111 .ll Id 
'llh~li1111io11 i11 t\dhL '.,,· 1 1 ""' 1' p;1r!i;dh 11:-.11111.:d 1'1111"·111 -.1.il1il
ily illlll rt·~i~tarH.'l' to ~1('0 da111;1µ1..•. ''1lli11l1I 11111111..·r i1111'1•1'.l' 

1111.:111 of l'alalv1k· 1..•Hk·it·11l'\' i11,11h~1r;i1c11\id.11i1111 11~1. 
Cllll'S lhal 0lhl' :illc•r,•tl 

0
(1/'Clfll'l'ill'' 111 11ilcl-1;111· .111cl 111111:1111 

r\dhl~ 11u1lt•c..•uk'.°'> (lhS1..'l'\'Cd i11 ritrn llLI\ 11111 i11 thL'lll'~·h·i..·.., h1..· 

su ffil'il·n 1 ICI ilCL'Cltl 111 l'cir l f ll' !!f'CI\\ 1 lt :iflil i i il'\ ol 111111 '"'" .11 lf' a IHI 
.ll'.52 c·a111e• fro111 :111 in1,·r1;,1i11!! link h1·1w,·c·11 .-\clhl' a111I ll1t· 
nwkcular chapcrcinl' l>naK (11,·pill). n1wK i111·c111j1111c·1i111111 i1h 
ClpB (l lspl114) has hL'l'n shown 111 L'Ollltll'l'ilL'I lite· ª!!~re·gatic11t cil 
lhcrmolahik proll'ins untkr 11,·:il sir""· a11tl 11r11111inc·n1 ;11111111!:! 
lhc'c is 1\tlhF. ( l-1. 15). lJpon in.,1wc·li1111. 111· i1k111ili,·tl lli 
DnaK-hindin¡.: nu11ir, in ;\dhl:. ha,ctl on lhc· 'L''(llL'lll'l' fll"I'"""' 
hy llu~au anti 1·ollahora1c11·, ( 14. 15). 11 lltu' 'L'e'11l' l'""ihl1· lh:ll 
lite• f1111e·1io11al inll'grily of lite 111111a111 ,\tlhl'. 1n111e·ins 111 1·i1·,. 
de•pc•nds 1101 only 1111 lhe•ir m111 propc•r1ic." h111 ;d.'" 11n in11·r11·11· 
lion hy Dnal<. In lhis sludy ll'l' ;1tldre'" '11l'11 a l'""ihili11. 

Materials anti Methods 
Chcmicals and Rcagcnt Matcrials. l lytlr11!!''11 lll'1111icl1·. i'\1\1 l. i"'' 
propyl /~·l>-lhiogalac·1osidL' (ll'TCiJ, ami 1-hllll'I lt.llll'"f'L'l'<l\icll' 
\\'ere purdwsl'tl l'rc1111 Signta. 1\c:rylamitk/l1i,anyla1ni<k "1111· 

This papcr Wcl\ \t1hm1t1cd dircctfy (Tr,ul. 111 to llu~ PNJ\\ nffu1•. 

Abbrcvi.itions: AdhF. f'fh,111nl o-.iclorcrh1cl.He r11cocl,•d hy 1h1• 111/hf 91•n1•; MU1, 111p1,.1 
rnt<lly1r.d mirfation; trTG, i<.n11rnpyl /1 n 1hini1.1l.1r1miclr. 

'To whom wprlnt rr.c111c\I-. \houltl lw .1ddn•\\l'CI. E rn.iil: j111h~tbln111edi1 ,, .. 1111,1111 111• 

Thc public.Hlon COSh of thi\ .l1ticlc WCfC clcfrilyCd in p,111 lly Jl•llJI" th.11n1• IMVlll('lll TIU\ 

,1rticlc mmt lhcrnforc he.• lwrt>IJV llhllkcrl "•1Clvt•rtiwmrnt" i11,1ftr11d,111cf' witl1 18 ''"e 
§ 1734 \Olcly lo imJ1c.itc lhi-. f,lCI. 
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1i1111 '"" M1pplicd hy l.lio·l~ad. Poly(vi11ylidc11e diJ'luoridc) me111-
hn111c' wcrc J'rum Milliporc. Thc d1cmilumincscencc dctcclio11 
kil (\VL''IL'rn J.i¡!lll) "'ª' l'rn111 Tropix (llcdlürd. MA). 

Strnins ilnd Culture Conditlons. Thc llll'rmliploid slrain /':. m/i 
1-.C ·1 .. 1111111 1 ~Jt ·~ lii•l 11tll1/,·' •l•(adhl·.'-lacl:)j was uscd as lhc 
"ild-1.1 pe parc•nlal sl r:iin ( 12. 1 í1). 1\ null 11d/1h'::k1111 'lrni11 
(I·.< 'l .·lllflc) '"" mcd "'a co111rol l'or coi11111111110prccipita1ion 
'''l''·ri111,·111, 111 d,·1111111,iralc physical iJJlcraclion ol' lhc cnzymc 
"11h 1 l1"1K. Tif,• ,e1L-,·1i,111uf111u1:111l 'train' JE.¡h allll .IE:'i2 wilh 
,1L'lp1in.:d 11hili1y to ~l'l)\\' u11 cthannl a~ solc l'"rhon and cncrgy 
'"'" ,,. """' d''"'' ihed ( 1 ~). 1\ 11 /:'. t'oli 'l rain hL•ari11g lhc d1ro
'""'' •m:il h '''"' l 'JI' 1, ,c/1111/1' .1 · -1·111-/11t'/" ( hcrc:1 rtcr 'i111ply rc-
1,·11,·d '" ª' 1' 11 ·rc;c/11111'./1 "ª' pn1vidcd hy ll. llukau (17). 1\11 /:'. 
, ,,¡, ,1i;1i11 hc·:1ri11¡! 1111: J.d11111\52::C111' lucus (hcrcalkr simply 
1c'lc·11«d 111;1, J.c/1111/\1. ;il"' providcd hy 11. llukau, has a dclc1io11 
111 'l.;_; hp f11111J llJL' _.;· L'IHl 111'c/1111/•: hui :t 1'l!llCli11n:d i/1111./ ( 1:-:, f'J), 
1·1i,· ¡•l;i,111id pl!N 15 ( I',,,, ::c/1111/•,' './ · lacl · /J/11') was 1irm·idcd hy 
I'. ll111111 (~11). The chn11111"11111al [!L'JWtiL· l11d allll lile plas111id 
''L'l1..: llilll,fl-rn.:d (l1 1H1r L'Xl)L'l'i111c11t:d ~trai11.., bv followill!.! stall· 

d;¡Jd .!..!L'lll'liL' flllll . .'L'dllrL'"' (~J), ~ .__ 

~li11i111;1/ 111c·di11111 \\ ith 11.2•:; gh1L't1'e :111d/11r 2'.;í L'lha1111I '" 
l·.1rh1111 a11d l'lll'l't!~ sou1n..· Wil!\ ~--uppk·nh:11t1..·d with O.l'í'; ca~cin 
;1,·id lf\dn1ly-.1I<.' (21. 22). Culture 11ptk:d d<.'J1'ity al '1110 mn 
¡t 11 ), ... ) '"'' dL'IL'r!llillL'll i11 ¡¡ 11ll'1-lll llel'klllall 'f'l!<.'lfllpl111111111-
l'k r .. \\.· r11liil· cu ll tll'L"" ni 1 () m I \\l'l'L' !!l'O\\ 11 al JO<)(' with ~ha k ill!.! 
( .~1111 1 ¡1111) i11 ~:=;11.111/ 11;1,k!\. ,\11;11.·rnllil' c111lurl'.\ \\cCl'l' gn1w11 :tkt 

111 t 111 111-1111 1,.,, 111¡,,., l"ilkd 111 111,· hri111. Th<: 11111. !i:1,·1':JL'k 
,,q, :n \\ ,., 11·.:d 111r ;111.1l·r11hic !!.rtl\\ll• 1111 ,,,¡jd 1ncdi;1 al J(rC. 
\\·1i,·11 ""''l. 11' I'< i "'" ;idckd ;;I 1 1J1i\I. a11d a111pil'illi11 at 2110 
/1\ 1 1111 

Eth.rnul Uxidotcduct.,.~ A.says. t 'elh \\ ,. r,· di" upt<:d l1y "111 ic:1 t i1111 
111 1111 i\.'L' h;11ll. ;111d ll1L' ci.:111riful.!1.'d L'.'\lr¡11..·l!'i \\~r~ il~Sil\'l'd fur 

,. 111_, 111c· ;i,·1i1 i 1) ;i 1 2S"! · '" d,•,criiied ( 22 ). Thc :"'ª.\' 111i.\1 u rc ( 1 
11d 1 ,·1111'"'''" 111 l .ll i\·I L'lhanul, tU /'"' p11la"ium <.'arhonalL' 
1•1111,·1 lpl I 1111. ;111d 11.1111 111ivl N1\D. The l11rn1ation 111' Ni\Dll 
"I'"" c'lll) 111,· :11ldi1i1111""'11h•11it1Jrcd 'flL'l'lr11phutt1111e1rkal/y al 
.\ 10 11111. 

Coi111111unoprccipitiltion Assays m1d Wcstl!rn Blot Anillysls. CL!lls lwr
"''I''" al 111idi:.1pu11L!11tial pilas<.' hy ce11tril'ugatio11 wcre rcsus
l'''nckd i11 il'e-c11/d i111111111111pr<.'cipitali11n hufi'L•r i:onsi,ti11g ol' 111 
111i\/ / kpc"'·KOl I al pi I 7.'J. 125 mt\·I Na('/.11.2'.''r· N11nidl't 1'-411. 
1 111i\I ll"IT. 1 mi\I ph1.:11yl111c1hyb11ll'11nyl flu11rid<.'. 11.1 1111\I 
.\.¡11,~l-1.-ph,·11~lal:111i11,· chlllr11111cthyl het11Jll'. ami 1 ¡1Í\·l pcp
,1;11111 ,\(ali 11r 111,· 1eag""" \\er" f/'11111Si[!llla).1\f11.:rdi,rup1io11 
id thL· l·,,:fl., h~ ... 11111L';1ti1111. th~ !'<ill(ll'l'l1ala111 Jrw:ti1111 wa~ l'ullcctcd 
.111d 1!1L' p111ki11 l't11ll'L'lllli1lin11 \\il\ ;111j~1...,tl·d ID 2 ¡1g/¡d with lile 
,,1111l· il'1'-L·11ld hur k1. ( l!IL' mic1 t1!.!ra111 o!' 1111111ndo11al a111i-I >11aK 
( '°ll 1 l· ...... ( iL'll Hit 11L'd1nult igic,, Vi:·1oria. ( ':111;alt1) l 1r p11lyclon:il 
.11111-,\dhl ;i111ih11dic't121 '"'' adckd 111 2.'ill ¡d 111' ccll e.1tr:1c·t and 
111c11h.ilc'd 1'111 ,,11 111i11 :11 .¡- t'. l'r11tc·i11 ,.\ s,·phar11,e Cl.--lll h<.'ad' 
1 111 1.1: .\J11,·hl1;i111 l'h;i1111;1ci:1) "''rL' 1h,·11 ;1dded ami !he inc11-
f1,t1ic111 "ª" v11111i1111L·d !11r 1J1) mi11 ;11 .¡·'( · \\ ith L!l'llth: ~hakilH!. In 
1·~11111, 11 1..'\ ¡11..·11111L· 111 ... ;1111 ihud i\,.'\ '' L!l'C 11111 i l ll'd.' l'n ,lt.:Íll\ h11u 1ld to 

¡1111k111 .\ Scpl1.1n1 ... l' \\L'I\.' L'lutl·d lúur time . .., with lh1..• Íf..·1..•-colU 
1111111111r"l"""ipi1.1ti1H1 hul'k-r a11d l11ad<.'d 11nt11 an SDS/'J'.:;_ poly
.1, r' l.1111ick ,l!L'I. Tlll' gel"ª' '11hj<.'l't<.'d 111 \\'e,ll.!1'11 hlol analy'is 
"ith ;111li·I l11aK 111 a11ti-1\dhl: a11lil111dil'' as dcsl'rihcd ( 11 ). 
<.>11;i111ilk;1ti1111111 ,\dhl: in cxlracls lll'n·Jls grown acrohically or 
.111.1L·111liic:ill) "ª' pcrl11r111L'd hy Wc,li:rn /11111 analysis using 
.1111i.,·\dhl: :1111ih11die' ( 12). Thi.: inl<.'n,ity of lhc hall<b wa' 
dc'lc·1111i11cd l>.1 11'i11g" l.11n1i l111:1gL'I' (l.111chri11ger Ma1111hei111). 

Protein Dcriviltiziltion and lmmunodctcctlon of Oxldatively Damagl!d 
P1otei11s, ! llidi1ed prolL·ins in cc:ll exlrnL'I' wcrc rcvcalcd i111111u-
11,,,·1Jc·111iL·:11f) hy lfl,•ir c·:1rho11yl Cllllll'ill (2.J) aflcr derivatizalillll 
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with di11i1rophcny111yl1rnw1c ( 11 ). lmmunodcleclion was pcr
formcd according lo lhe inslrnclions in thc Tropix kil. Thc 
anli-2,4-din ilroplwnyl anlihodics wcrc supplicd by Dako and 
uscd ut a 1 :2000 dilution. Thc sccondary anlibrn.Jy was a goal 
anli-rahhil antihody cunjugalcd with alknlinc phosphnlasc 
(Tropix) uscd ata 1:25,000 dilu1io11. 

H202 Trnatment. JMH801 ci.:lls (l'1pn;d11111\.l/t!.d1111KJ) wcrc 
grown acrohically at Jtl°C 011 glucosc in thc prcscncc or ahscncc 
of 1 mM Il'TG. /\l midc.~ponenlial phasc ol'gmwth (OD,.u11 0.í1, 
"·' 1 x JO' ce lis mi 1 ). 11 10 2 w:1s addcd to givc a conccntration of 
8.8 mM. S:1111plcs of 1 mi wcrc lhcn pipcllcd into cach of ninc 
1'.ppcndorf llllll'S placed i11 a walcr h:1th al 30'C. At lhc dcsircd 
time, a luhc was withdrnwn ami thc hactl'rial suspcnsio11 was 
scrially diluled wilh JO mM MgSO., and lhc:n plall!d in lriplical<.' 
011 glucosc agar for viable cou111. 

Results 
DnaK Dl!pcndl!ncc far Al!roblc Growth on Ethanol by Strnins JE46 and 
JES2. To determine whclhcr lhc chapcroll<.' influc:nc<.'s lhc in 1fro 
st ahilily of /\dhE'"''7 1' a11d AdhE" 2'• 7Tll'.~"'"· WL' firsl rL'placl!d lhe 
d1wl\.I opL·ron un lhc l'11ro1110so111c ol' l he 11111 la111S .1 E·l<1 and J ES2 
hy P 1 ,¡, transductiun of an 1 PTG-induciblc i/11111\.I opcro1110 yicld 
.1M11805 (l'wrod11111\.I adlzE'' 1'' 71 ) ami JM 11803 ( l'wn;d11111\.I 
ad/1/:'' 1" 7T·I'~"'"). rcspCl'livdy. Thc'c s1rai11' were lhen t<.'sled for 
growth 011 glucn~~· or cthanol agar in thl' prL'!-iL'lll:l! or ah~cncc uf 
ll'TCI. LikL' thc \\'ikl-typc p:ir<.'nt FC'l..~lltlll, lhL' 11 11sdue1a,;:, 
.1ivll18ll:i ami .J M l 1Kll3 grcw :ll'rt >hil'ally or anacrohically 011 
gluL''"" inc'J1<.'Ctivc 111' the pre,CllL'<.' 11r ahse/IC<.' 11f ll'Tli. I!) 
L'l>ntr:"I· lhL' l1':111'dUL'lanh grcw aerohically 011 etham>I unly 
"hc11 thl'ir l'wn:r/11111\.I L'1111struct '"" i11duced h\' IPTG. 1\ 
c'lllllrol L'.1pai111c111 sh11wcd 111:11 cthanlll. al the c1;11cc11trati1111 
u,cd, did 1101 i11hihit :11:rnl1ic 11r :111aerohii: [!rt1w1h on glllL'o'c ( Fig. 
1 ). 11 sh11uld hL' addcd thal 1ra11,r11r111a1i1111 or thc wild-lyp<.' strain 
l:Cl..ttllJtl wilh the pla"11id pBNl5 hl'aring l',,"::i/11111\.I (20) did 
11111 c11111'cr aen1hic ~rmvlh ahililv 1111 cll1a1111I cien whc11 DnaK 
""' i11du,·ed fil' ll''f'Ci (d:1ta 111;1 'hu\\'11). Thus. il 'ce111' thal 
DnaK slahilizc·~ 1\dhE'''"'" ami 1\dhl''""'r '"-'"'" allll lhal. CV<.'n 
if the wild-lypc cn~ynll' b ah11 stahilizcd. it' 'P"l'ilk aL'livily 
re111:ii11s insullicic:nl 111 support growth 1111 ctlrnnul. Bccausc lhl' 
rc,ulls lrnm h11th 111uta111 slrain' wcrc c"cnliallv thc samc. 
furlhcr studics focuscd 011 111111:1111 .IE52 allll 

0

ils <.'llZ)'l11C 
¡\¡f fl J :•\chT/'d';hKK, 

DnilK Protcction of AdhE and AdhEAl67TIEs••K Spccific Activlty Occurs 
During Al!robic but No! Anal!roblc Growth. Wc 11cx1 assaycd clhanol 
11xidorcduclasc aclivity l<.'vcl in cxtracts of cclls \" th various 
L'lllnhi11a1i11ns of 11d/1t: and d1111K afieles ~rown und<.'r dil'fL•rcnl 
L'l>J1diti1111s. Data in Tahlc 1 sh11w thal u1~d<.'r a1H1<.'n>hic ~rllwlh 
L'J1J1ditio11s, activily uf ncith<.'r thc wild-lyflL' nnr lhc ñrn1a111 
,•11zy111c: pro1ci11 nl'clkd D11aK. Chrnmo,omal delcliPn of d1111r:. 
ht1W<.'\'C:I', IOWCl'Cd tflc acrnhic aL'livil)' JcvcJ oJ' llll' willf-lyp<.' 
t\dhl: hy 115-70% (slrain ECIAOIJO comparcd wilh 'lrai11 
.IMllHllO). Bv contrast. thc Mllll<.' dc:lclion luw<.'rcd lhe acrnhit· 
i\dhE·''"'r,i;:;i,,K al'livity kvcl hy 'lll';.;. (strain .IE52 i:ompar<.'d 
with s1rai11JM118112). ¡\, cxpcct<.'d. al'tcr bPth J.doa/\' slrains wcr<.' 
tra11sdt1L'cd with lhc l'wn;dual\.I cons1rui:1, induction hv IJ>TG 
reslorcd thc acrohic AdhE allll AdhE'""7T·18•"" aelivilv ÍL'vcls 111 
tlw'c oh,crvcd in lhc do11K' hackgmund. ll'TCJ wus wilhoul 
dfcct in thc par<.'nlal no111ra11sduci.:d /li/0111\ slrains. Thc 5- 10 
í1-l'old i11crcasl.! of thL' etha11ol oxidor!.!duc1asc spccific ac1ivily of 
1\dhE'"'•nii;;1osK ovcr thal of 1\dhE in cxlracls uf acrohicaff)' 
grnwn cclls reflccl' lhc conscqul!ncc of slrt1<.'l11J'al change of lhe 
protci11 a11d 1101 thc rale 111' gene lran,CJ·ip1in11 ( 12). 

Protl!ction of Preformcd AdhE by DnaK alter Shifting from Anal!robic 
to Acrobic Growth Condltions. Tlw rcsulls frnm lhe al'l\'.·hic gn1wlh 
cxpcri111c111s cnuld rcflecl cithcr lhc prol<.'l'tion or /\dhE l'rom 
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Flg. 1. Growth test of wlid·type and various ethanol·mutant stralns on different media and culture conditions. (Leh) Ceils of ECL4000 (adhE+), JMH803 
(PiPTGdnaJK adhEA16TTIES6BK), and JMHBOS (P,.rodnaJK adhfA167') were seeded on agar contalnlng dlfferent carbon sources in mini mal medlum, with or without 
IPTG. PI ates containlng glucose agar were incubated aerobically (A) or anaerobically (8). PI ates containlng ethanol agar (C) or ethanol plus glucose agar (D) were 
incubated only aeroblcally. The photography was taken after 48 h. (Rlght) Under condltlons correspondlng A to D, growth of ECL4000 (O), JMH803 (•). and 
JMHBOS (O) cells In llquid medium was monitored. 

inactivalion by DnaK or thc promotion of lhe synthesis and 
maluralion of the enzymc by the chaperone. To distinguish 
bctwccn lhcse lwo possibililies, cclls synthcsizing AdhE and 
Ad!JEA 26ITiES6HK in the prcscnce or absence of DnaK were firsl 

grown anaerobically on glucose. Exponentially growing cullurns 
wcre thcn transferrcd lo a largc flask for aerobic incubation 
(further transcription of adhE repressed). Aflcr the shift, sam
ples were withdrawn al Jiffcrcnt times for assay of the specific 

Table 1. AdhE actlvlty levels of dlfferent stralns grown aerobically or anaeroblcally in glucose medlum In the 
presence or absence of IPTG to Induce DnaK 

Ethanol oxldoreductase specific activity, nmol/min per mg 

Aerobic Anaerobic 

Strain Derlved from Relevant genotype• -IPTG +IPTG -IPTG +IPTG 

ECL4000 MC4100 araD139 tJ.(argF-lac)U169 86 ± 10 98 ± 12 660 ± 7 700 ± 20 
rpsL150 re/Al f/b85301 
deoCI ptsF25 rbsR 
attB:: <Ji(adhE·lacZ) 

JMH800 ECL4000 tJ.dnaK adhf+ 31 ± 6 28 ± 08 640 ± 90 700 ± 10 
JMH801 ECL4000 P1prndnaKJ adhf+ 29 ± 10 97 ± 10 711±70 900 ± 10 
JE52 ECL4000 dnaK• adhEA2•7T1E5••• 580 ± 90 550 ± 70 1,600 :!: 130 1,800 :!: 200 
JMH802 JES2 tJ.dnaK adhfA267TIES6BK 49 ± 12 50 ± 16 1,600 :!: 180 1,750 ± 300 
JMH803 JES2 P1PTGdnaKJ adhEA2•7TIES6BK 120 ± 11 670 ± 100 •1,900 ± 260 1,900 :!: 200 

•for detalled descrlptlon of dnaK alleles see Materla/s and Methods. 
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Flg. 2. loss of specific ethanol oxidoreductase activity and carbonyl·content analysis in cells with or without DnaK. after a shift from anaerobic to aerobic 
growth conditions. Cultures of various strains, grown anaerobicalfy until the 00600 reachcd O. 7 were transferred to flasks far aerobic incubation (see Materials 
and Methods). Samples were withdrawn from aerobic cultures at indicated times far analysis. (A) Specific ethanol oxidoreductase activity in cell extracts of cells: 
ECL4000(ad/Jf+ dnaK'; •). JMHBOO (adhE' tJ.dnaK; e), JE52 (ad/JEA267TE 56•• dnaK'; O), and JMHBOO(adhf' tJ.dnaK; O). Data from each strain were obtained from 
at least three independent cultures, with a variation of less than 15%. Results from a typical experimentare shown. (B) Carbonyl-content analysis or strain 
ECL4000 (adhE' dnaK') and its isogenic JMHBOO (adhE' tJ.dnaK) mutant at 30 or 60 min alter the shift to aerobic conditions. Location of AdhE protcin isshown 
by an arrow. 

activity of cthanol oxidoreductase. As shuwn in Fig. 2A, thc 
spccific activity of AdhE""'•7 riES1>XK dropped more rapidly than 
that of AdhE. Lack of DnaK acceleratcd thc activity luss of buth 
wild-type and mutan! enzymes. \Ve also monitored thc change 
in carbonyl con te ni of cellular proteins in d1wK' and !!.d1111K cells 
30 and 60 min aftcr the shifl from anacrobic to acrubic growth 
conditions. As shown in Fig. 28, carbonylation of protcins is 
consistcntly highcr in !!i.tl11t1K cclls than in thc isogcnic 
d11t1K+ cells. Moreover, lhc percenl residual cnzymc activity 
aftcr 60 min of aerobic exposure is consistcntly lowcr for 
AdhE"~'•71'll'-«>8K than for AdhE. It should be mcntioned thal the 
growth rate of dnaK+ ami !!.d11aK cells was nol detcctnhly 
diffcrenl undcr the experimental conditions (data not shown). 
Thus, DnaK protccts thc preformed AdhE against MCO and the 
gruwth rute of thc !!i.d11t1K mutanl is not ;1n issue. 

Amount of the AdhE Protein and Enzyme Activity Units in dnaK+ and 
'3.dnaK Strains. Beca use DnaK nwy protcct AdhE from dcgrada
tion. and from inaetivalion, thc amounts of lhc AdhE protein in 
cxtracts uf aerubically ur anaerohically gruwn cclls of ECL4000 
(adhE' d11aK' ), JMHSOO (adhE' f!.d11aK), JE52 
(11d/1E"~'>Tl'll'-'"8K dnaK•·¡, ami JMHH02 (adhE" 1"7111'-'"XK !!i.d11t1K) 
were also compared. Aerobic cultures growing on glucosc wcre 
harvcstcd during cxponcntial phasc (OD,., 11 = 0.3). whcreas the 
corrcsponding anacrohil' cullures wcr<! harvcstcd whcn fully 
grown. Thc 1\dhE prnlcin contcnl was lhcn analyzcd hy \Vestern 
hlot with polyclonal anli-AdhE antihodic>. In acrohically gruwn 
cclls, thc lack uf DnaK lowen:d the AdhE or AdhE''1"7 1)ES<>sK 
conlcnt hy ahout 40'iL In anaerobically grown cclls, no DnaK
associatcd difference in AdhE or AdhE"~,.rr,r;;r.si; contenl wa' 
ohservcd (data not shown). 

Whcn the aerobic lcvcls of ethanol oxidorcduclase aclivity 
were assaycd, the lack of DnaK lowercd lhc AdhE and the 
AdhE''1"Tr!E5<•sK specific activilies '!!.'.:'·:'· _:1.nd IO-fold. respcc-
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tivcly (Table 1). The more rnpid rnte of MCO cnzyme inacti
vation than thc disappearance uf the protein has alsu been 
rcportcd for othcr Fe~• -dependen! enzymes such as glycerul 
oxidoreductasc (24, 25). 

Physical lnteraction of AdhE and AdhEAl67TIE568K with DnaK. lf pro
tcction of AdhE by DnaK is stoichiomctric or processive, a 
significan! portion oJ' AdhE should existas a Dn:tK complex. \Ve 
thercforc assaycd the amount of DnaK associated with AdhE hy 
coimmunoprecipitation expcriments with extracts of acrohically 
or anacrobically grown ECL4000 or JE52 strains. Fig. J shows 
the rcsults of one such cxpcriment in which anti-AdhE antihod
ies wcre firsl uscd for the precipitation, and suhscquently. thc 
amounl DnaK associated with the prccipitatc was rcvcalcd hy 
Western analysis using anti·DnaK antibodies. Wild-typc AdhE 
showcd ncgligihlc association with DnaK whcn c.xtrach:d frnm 
cclls gruwn anaerobically on glucosc, whcrcas significarll as~o
ciation was ohscrvcd wlwn the cells wcre grown aerohkally on 
the samc mcdium. Thc actual diffcrence in thc association 
should he cvcn 111or<! strikin!!. if onc considcrs thal anacrohicallv 
grown cclls ar<! c:-:pected to synthcsizc ahnul JO times mnrc t\dhf: 
protein than acrohically grown cells (8). In AdhE''1'•TI' 1'''''i-.:, 
coimmunoprecipitation cxpcrimcnts showed a clcar association 
with DnaK evcn when cclls were grown anacrohically. This 
association incrca,cd almos! 2-l'old when thc cclls werc !!nm n 
acrohically. whethcr on glucosc or cthanol. Consis1c111 ,:csult> 
wcrc oh1aincd "'hen anti-DnaK antihnclics wcrc l'irst u'cd for lhe 
prccipilalion. and thc amounl of AdhE associatcd with 1111: 
prccipitale was detcrmincd suhsequcntly (data nol shown). :\s a 
control we uscd ccll extracts from an adhE-null mutant strain. 
No significan! coimmuncipn:cipitatiun oJ' AdhE :111d DnaK \\as 
ohscrvcd (dala 1101 shown). Thc rcsults collcctivcly indil'ale 1hal 
(i) MC'O damagc of lmth wild-typc ami mutan! AdhE molccuks 
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Flg. 3. Coimmunoprecipit<ltion of AdhE with DniiK in crude extrdcts of cclls 
grbwn under diffcrcnt tulturc conditiom. Cell c>etracts werc imrnunoprcc1pi· 
tatcd with anti-AdhE ant1bod1cs d!o dt.•scnbcd m IV1Jtl•ríals and M1...•tl1ods. The 
precipitatcd fraction wL1s subJl.'Ctcd to SDS/PAGE, 1.md thc arnount of Dn.1K 
prescnt in this fraction (1 e., coimmu11oprccip1atintJ w1th AdhE) wa> dctcr· 
mined by Western blottrng with .:H1li·Dr1L1K dnt1bodic!o (A) Western blot witl1 
unti·DnaK antibod1cs on ct!ll extr.icts 11111nunoprccipitatcd with .Hlti·AdhE 
antibodics. In arder from top to bottom, the samples. wcrc frorn strnin 
ECL4000 (AdhE ') grown on glucose an¡¡erobically ( · Oi) or aerobirnlly ( • O,), 
str\1in JE52 (AdhEAlfi7Tlf!.(;Ric.) grown on glL1cose dnaerobically ( 0 1) or aerobi· 
cally ( 1 0 7 ), and strain JE52 grown on cthanol aerobically. (8) Dcruitomctry 
analysis of thc Western blot. One Mbitrary unit corresponds to the lntensity of 
ttlC.' signa! given by the sarnple from wild·typc cells grown undcr anncrobic 
conditions. 

is corrcla1cd wilh incrcascd iillraclion J'or Dn¡¡K, ami (ii) cvcn 
11nda111agc•d 1\dhE·'2'''""'·"''" signirieanlly allrm:ls Dnal\. 

Ccll Viabillty During Oxldativc Stress in thc Prcscncc or Abscncc of 
DnaK. lkeausc il sccms unlikcly llHil lhc proleelion hy DnaK 
againsl MCO is limilcd lo 1\dhE (sec also Fig. 2/J), wc lcslcd 1hc· 
irnpi>rlancc of Dnal\ 10 ccll survival whcn cxposcd lo H,O,. 
Cul1urc•s or .llVli-18111 cclls (l'll"r<;d1wl\.l/!ld1111KI) wcrc grnwn 
acrnhically in lhc prcsc•m·c nr ahscncc of IPTO ancl lhc•n 
drnllcngcd wilh 8.8 mivl 11,02. 1\s shown in Fig. 4, cclls inú11<:c·d 
in DnaK wcrc mor.: rcsislanl lhan llrnsc lhal wcn: nol. llceausc 
:1cwhic gnnvlh on glueosc di>cs 1101 r.:quirc 1\dhE aclivily, 1hc 
r.:sults indil'alc' 1ha1 DnaK plays a hroad prolcclivc rnlc againsl 
prnlcin midalion. ¡¡llhough a rok ol' shiclding olhcr 111aero11111-
kc11lar largc•ls is nol c•xdudcd. 

Discussion 
DrwK (Hsp70) has hccn rcganli:d as a molecular chapcn>nc lhal 
facilita les protL·in fnlding as well as asscmhly ami disassembly ol' 
11ligo111cril' protein curnplcxcs (26). Thc l'unclion uf' DnaK sccrm 
to hi: vi1al hccausc ils lwrnologucs haw hccn round in ali 
organisms. Biochcmical dala implil'alc the Hsp711 l'amily ol' 
prnlcins in an cvi:n widcr rnngc ni' l'unctinns. induding iniliation 
of rcplicalion of hm·tcriophage A DNA. prntcin secrction, clalh
rin lllll:Oa(ing fOllOWCd IJy lysosomal pn>ll.!in dcgrndalit1n, ami 
rwsc·cnl peplidi.: prolcclion ( 17). Gi.:nclic cvidcnc·c indicalcs thal 
1hc l lsp70 pro1cins are imponanl íor ccll growlh oí Saccl1am-
111yn"1· cert•1·isiat• ami/:. m/i, cspccially undcr slrcssl'ul condilions 
s11d1 as high lcmpcrnlure (2Ci). The hcat shnl'k mnúulon signif· 
icarlllv is abo lurned on hv scvcral kinús of oxidatiw stress 
(27-2ÍJ). Chaperones prcfcréntially hind strctchcs ol' hydrnphn· 
hic amino acids lhat are usually buricd in íoldcd maturc prntcins. 
Thc inaccessihility ol' lhc huricd regiuns in parl aeeounls l'or thc 
railurc ni' DnaK lo hind cf'l'icicnlly to 111os1 runctional protcins. 
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Fig. 4. H101 1ioc.>nsitiv1ty of JMH801 (P1rTC,clnaKJ) CL'llS ind11ct>d 01 not 1nd1u c•cl 
in DnaK. Exponentiill cultures growing aerol1irnlly 011 ulucose .11uf CclSl'lfl 

tunino ilCid hydrolys.1t<.1 w<'rf' cxposcd to 8.8 rnM H,,o .. ,1nd cell c.11rviv,1I Wd\ 

monitorcd ot various ti111c1"o. Each point i'.i il mr.1n v.1lue b,1r,pd on dPter1111n,i 
lion of (our indcpcncfcnt culture SlJSPC'nsions Frror h~irs 1ncl1c,1tf' SD. 

So111c 111a1urc• pni1,·i11s. h11\\·,·vc·r. do hind 1 ln;il.;. ;111d o1 n11T,·l.1· 
1ion cxisl' hc·l1\'l'c'11 1 hl' \\'l'ak affinily 111' 1h,·w pr111l·in' l11r 1 ln;tl.; 
iillll lhl'ir lad or allini1~· lúr hydroph11hic .. i11i.·racli1111 1'11111111;1· 
h>grnphy adsorhc111s. This l'c>l'l'l'la1i1111 h ,·onsi,1,·111wilh111,· idl';i 
lllilt DnaK inlcrac·ls wilh lhc• c·~p11sc·d 1t~·drilphnl1i,· ¡~n11q" 11l 1h,· 
suhslr:tll' prn1,·in' ( 15). 

Fivc salicnl J'indini,t' ,1a11d ou1 rr .. 111 lhc prc"·111 s111d' ti J 
DnaK has a pn11ec·li\'c' l'i'kc·111n1\dhl: ;tl'li,·i1y 11111k1o1cn1hic11111 
llUl illlílL'l'Ohic: L'l llldil itlll"\. (ii) lJ IHkr illlill' l'tlhic l'lllHlil i1 llh. 

Adh 1'·'~ 1 ·7r ""•·'" i 111 c· ral'l s 111orc c·x1c•11sil vil- \\ i 1 h 1>n;i1\ 1lt;i11 d11''' 
Adhl'.. c·vcn lhough a pri11c·c·1i1·,· crr,·l'I ,;"' 11111 ""'''"'''l. (//il 
Adhl'""' 11""'"111>! 01111' is mnr.: '""'¡¡¡,,. tlto1111\dhL 111 \ll 'C l 
inaclivalion las rqionc·d· i'or 1hc puril'it'd c·1vv111''' 11~11 '1111 ·'"'' 
is llllll'C' d,•pcndl'nl "" Jl11aK ,1;1hili1;11i1111 1h;111 1lt1· \\ild "I''' 
cnzymc·. (i1·) Dnal\ ""'" 11111 pr11ll'Cl aco1i1hl d,·.c1;11l.11i"11 111 1h,· 
1\dhl'. pni1c•in alfrr ils i\IC'() i1rnc·1iva1i1111. 11·11\lml i111p11r1;i111h. 
IJnaK pnH~l'l!'i a hn1ad "'l1l'l'lru111 of prc1tL·i11..., <1!.!ai11 ... 1 i1Tl'\L'1 ... il 1 k 
uxidati\l' d;llllill!~. 

1\ :-ii111pll' 1111il'yi11!! \\01lin~ hyp11lhc..,¡.., lt11 1 >naK pr111L'l'lie111 ol 
1\dhE a!!ainsl irrcvc·rsihlc MC '( l danW!!l'' c;in h,· dl·,rrihl·d "' 
l'oll<>11s: ·(i) ¡\ 111i11111· l'r:tcliun of t\dl;r: 1.0 .\isl' in a p;111iall~ 
unravelcd c·onformalion lhal c'\I"""' il' llnaK-hindin~ doni:1i1i'. 
a conl'mmalion lhal :liso rcmkrs lhc prnlcin v1rlncrahlc '" 1\1( '( > 
durin!\ acrohic mclahnlbm. (ii) Thc fracli11n nf lhl' 11nr;1vck:d 
prolcin. nrngniricd in AdhE''""n"'"''"· im:rl·a,cs wilh 1e1npna-
1urc. (iii) DnaK c·11un1c•rac·1s lhl' h,o;11- ,,,. 111ulalion-indm·,•d 
11nrawling of 1\dhl'. and 1\dhE'""71 '1'••·'" h) rc·c·ogni1i11g t lll' 
cxposcd hinding silt.:' ami driving lhl'ir cn11l'or111;11io11 harl- inl11 
thc prupcrly 1'11ldcd formal lht.: cxpcnsl' or l'lll'I'!!)' dc•ri\',·d rnim 
1\TI'. Such a modi:I wnuld collalc•rally link llll' hl'<ll·l'hap.:rnnc 
role of DrwK wilh its proleL·1ivc: rok or prnll'ins ªl!ainsl 1\1( '( l 
ami 111ay apply lo 111any olhi.:r cellular pn•lc•im as wl'll. l !nfc•I'· 
lunatel)'. hccausc mulants laddng llnaK an• lcmp,·ralurc"
si.:nsiliw ror growlh. prnlcclion or hcal di.:11al11ra1ion or t\dhl; hy 
lhe clwpen>nc cun11ol he· rc;idily lcslc·d. Tite propi>sc•d lllil<kl 
may havc to he rL·vised or elahoralc•d ª' n111r,· inlú1111a1i1111 
hccomcs availahlc. Fur inslancc. il is p11ssihlc lh:il lhc midalinn 
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"' ;1, ,j11µh: "1l11111i1 11/' lhl' 111111Li111er (11lig11111er lll' 'Jlil'llslllllc.:) 
.1//1;1l'/.,.l>m1K /11 prnll'l'I th.: re'l 11f 1l1l' suh1111its. 

Sjlidk' i11 thv lill'raltm: 1111 pr11h:clin: llll'l'hanisms against 
11\ÍdaliH· d;i111:1t!l' h;1\l' hl•e11 '11..·:ivilv fnl'll"L'd 1111 i11dl1l"lio11 uf 
l'l11~111t·., tlii1I 1.::11.i/_\tictll~ dl' ..... lri1y r~·;11.:ti\1..' 11\yg1..·11 ~pcck·:-.. 1\l-
111<•11•,/1 ,11l'f1 '"°"''"" ''''•'111' """ hl' h11ill 11p rapidly, th.: Jll'll· 
ll'~ 1·1111 \·11111\'111,:d .. :.111 lh.'\l'I fll· L'lllllj1k'h.'. :111d lh1..· l.'IJ\'tlk'l11 

L l.11 \1,1 ~l'\ 111 / l 1L1 l'd .111.· i 11l'\1.: 1 ~ihk ( \\ i t ll 1 h1..· L'XL'l,.'fll ion or o.\idiz1..•d 
1111:11J11111i111.· 111 di ... ullid1.· li1idt.!1..' f11r111ati1111). Thc1\;f'orc. it ..,JJould 
111•1 Ji~· -..11r¡iri ... i11~ 111.it ;1 "u11p~le1111..•1lltll chap1.~nt111..• dl'f1..·11:-i1..· lllL'l'h

·'"''"1 "·" ;il"' ,.,,,fl .:d.\\ e li;11c.: l"l'J'"rtl·d thal 1\dhE """ DnaK 
111 I 1 0/1 ;111.: 1\\11111' lhl: p11111.:i11., llll>'-11 p11H11..· to be danwgi:<J hy 
,\(( (l. '" i11di,',1kd "' 11!:i1 ,·;ir/>111111 l'tlll(l'lll (llJ. 11 ). 11 i' 
tl·111111111~ 111 "Jh.'l'L1l.1ll' 1.l1;11 thc pliy:-.il';1i intcr;icli1111 of IJ1wK \\'Ílh 
''" p111ki11 ... uli...t1;1tc ll'lld1 .. :r..., lllL' L'h:ip1..·rurH.' ii....df \'lll111.!rahlt..-. 

11;1111,·11larly if 111,·1.d i"1" arl' IHl',.:111 llll'Hliy (.111). llel':tll'"' many 
p1111 .. :i11.., ha\1..' :tl·quirl.·d multipk f"t111cti1u1.., duri11g lile coursc of 
l'\11lu1in11. it '"" l'lllh.'•.'i\;1hk lhal durirl!.! thc ll'ílll!'-iti1111s !'rum c.lark 
.111.il·111hi1.1!'-i" 111 ph11t1h~111hctk lik a~1d thc11 1t1 ;11.:rohil' mctah
.,1;,,,,, 1 Jn¡¡K h;1' l'.\flllll<kd ih r<1k fr11111 prcvcnting 1hcrrrntf 
1k11.1tu1:ili1111 a11d <1.~!!rq!alin11 ol' protei11~ t11 inl.'!udL· lhL·ir pro
IL'1.:li1111 ;1!-'.ai1hl 11\id;11i\l' d;1111ag1..·. lt i:-. abll p11!'-:-iihlt..• that ill l'ih . .'h 
,,¡ 1J1,·"· 111k'. 1 lnal-: ¡, p:trllll'rcd wi1h :t dilkrcnl !>l!l of olher 
1ir•>t•i1h. In 11!1' '"!';1rd. 110: ilHll' tc.,tl'd "d¡i/l 11111ta111 'lrai11 and 
""'''rlc'd 11!;11 ('lpll i.' di'fll'll':thk fnr lill' a<:rllhic 1\dhl' lll'livily 
(dal;i 11111 ,f1111111). 

( >111 ,¡u.fil':. h.11c abll rl'l"l'ótll'll an lllll'.\fll'l'll'll ;1,pecl or 
hi11c·fl,·111i1:al o:r11luli1111. IJ11;1K enahil'd 1\dhE·'~"n and 
. \dllf·. 1 "'" 1 '''·'~ 111 r.:;tfi1e thcir acquired pott•ntial l'unl'li111i. 
lflÍ, ¡, lll!I " llllÍlflll' l'.\:tlllpfl'. Rl'lTllil111e111 or the 11111taled 
ln111l'llLtti1l' 1-1.2-propa11cdinl:N1\D' l-11.xidureu11<.:la'e of /;. 
, "•li ( l'lll'<ld.:d l!~· /i1<í J) r"r acrnflil' utiliza t ion of pnipa ncdi11I ( rd. 
.11 ;ind rdl'l<:nl"l" 1he1ein/ abll required D11aK (J.l'vl.-11.. un
puhlhhl'<I da1;1). Si111ilarly. 1 bi:M1 (a Dnal< lw111olog11e ell<.:llded 
hl //\<" f) \\'H' rl'llllrlL'll (O /11.! lll'J.:l',Sitr)' ror JlíOll!elillg lhc 
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dchydrogenasc rcsponsihlc fur 1hc ucc¡uircd ahility ni' a l'se11du· 
11w1111.1· <1<'l'llgi110.m mutant In grow acrobically 011 clhanol anu 
other short-clmin alrnhuls (32). Whl'n we checki.:d whethi.:r the 
l bcM h11111oluguc in/;'. coli has a 'akguarding role f'nr wild-lypc 
a1HI mutant AdhE proteins again!>l o.xidativc inactivation. n11 
cffcct wa' f'111t11d (d:lla nol shown). 

¡\ff thrl'L' C.\:tnlpflos illU!>lntle the imporlancc Of hrucing thc 
transiti1111al strueture., during thc sclccti11n hc.:f'ore they <.:all he 
'' :1hilizcd hy ;1ddili11nal amino add s'uhstiluli1111" Chaperonl' 
'YSlems therc.:f11ri.: i.:an widt•n lhe evulutionary opp11r1unity rnr 
prolcins 111 acquir.: n11vcl /'unl'linns. The prntel'tinn against l'v!C'O 
hy cl'apcroncs muy havc implil':itions in i.:ukaryuti<.: bi11lllgy as 
""-'"· Fur instancc, indirel'l evidcni:c relates the pr11dui:tion 111' 
free r;1di<.:uls m1d uging with lht· prcsenl'e nf 1 bp7ll (lhi.: DnaK 
hll1110l11gue). Thc induction or '1.1p70 cxprcssion is rcduccd to 
appmximatcly 50% with agc in a varii.:ty ul' tissues !'mm mis, as 
wi.:11 as mononudear l'Cffs J'rom human suhjects (JJ). Studics in 
/)ro.wp/li/11 Shllwed lhal lhC l!Xprcssinn llÍ fl.1p70 dc<:l'CUSCS W,ilh 
Hging allll lhat thc la<.:k of l Jsp70 is l'lll'l'elated will• incrcascd 
lll'l'Unwla1i1111 111' damagcu proteins (.14). 

\Ve lha11k Dr. ll. llttk:111 a11d !'. lllttm for 1hc kind gil'' uf 'lrains uscd in 
1hi' s1111ly. 'f'hi.' work was sttpporlcd hy Cira111' J.1.1.1r1•J-N from Consejo 
N:il'ion:il de C'knl'ia y Tecnología (Mcxko) anti IN~OS'.!00 from lhc 
Progrania de Apoyo a Proyct'hP,; de lnn~'\tig:ici<in '-' J1111ov~11:it.,n Tt.!cm>
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Silva. ' 
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