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Sumart

Aquesta tesi se centra en I'estudi de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium involucrades en la
sintesi de glicolipids. Aquests compostos formen part de la membrana plasmatica del microorganisme, tnic envolcall
que el protegeix del seu entorn ja que no disposa de paret cel-lular. La hipotesi sobre la qual s’ha desenvolupat el
treball és la possibilitat que aquests glicolipids i els enzims encarregats de la seva produccié, les
glicosiltransferases, siguin essencials per a la viabilitat del micoplasma i per tant, la seva inhibici6 sigui una forma
d’eradicar les infeccions causades pel patogen.

De les tres sequéncies classificades com a glicosiltrasferases en el genoma de Mycoplasma genitalium, mg025,
mg060 i mg517, s’ha determinat que mg025 és I'inic dels tres gens que no és essencial per al bacteri, tot i que s’ha
observat que els tres s’expressen tant a la fase exponencial com a la fase estacionaria del seu creixement. La funcio
de mg025 i mg060 és encara desconeguda, mentre que mg517 és la glicosiltransferasa encarregada de la sintesi
dels dos principals glicolipids del micoplasma, el monoglicosildiacilglicerol (MGIcDG) i el diglicosildiacilglicerol
(DGIcDG).

En aquesta tesi s’ha desenvolupat un protocol d’expressio per a la glicosiltransferasa codificada per mg517,
anomenada GT-MG517, el qual fa Us d’'una coexpressi6 amb xaperones i solubilitza la proteina amb detergents,
glicerol i una elevada forca ionica. Aquesta metodologia ha estat necessaria ja que GT-MG517 és una proteina
associada a membrana i la seva expressidé recombinant en E.coli presenta dificultats. La proteina s’ha purificat
mitjangant cromatografia d’afinitat per Ni, tot i que el grau de puresa assolit no ha estat suficient per a intentar la
seva cristal litzaci6. Les diverses proves realitzades usant cromatografia d'exclusié6 molecular han permés
determinar que GT-MG517 forma oligomers d’alt pes molecular.

A partir de la proteina purificada s’ha realitzat un estudi cinétic de la seva doble activitat glicosildiacilglicerolsintasa.
D'aquest estudi s'extreu que GT-MG517 pot transferir un sucre, Glc o Gal, a una molécula principalment hidrofobica,
com és el DOG, i a una molécula molt més hidrofilica, com el MGIcDG. Ambdos compostos perd posseeixen un
alcohol primari sobre el qual té lloc la transferéncia creant I'enllag 3(1—86). Amb qualsevol dels substrats acceptors
provats, I'enzim presenta activitats especifiques superiors si el substrat donador és UDP-Gal. L'acceptor preferit de
GT-MG517 és el lipid DOG, pero la glicosiltransferasa és capag d’elongar, ja sigui amb una Glc o amb una Gal,
glicolipids com el MGIcDG i el MGDEG, preferint en aquest cas el compost amb una Gal a I'extrem no reductor. Tot i
aixo, I'afinitat de I'enzim és superior per a donadors amb Glc (Ku inferiors a les dels donadors amb Gal). D’altra
banda, s’ha demostrat que el lipid anidnic DOPG es comporta com a activador de I'activitat enzimatica.

GT-MG517 posseeix un tedric domini d’'unié d'UDP-GIlc a I'extrem N-terminal. Aquesta zona presenta similitud de
sequiéncia amb altres glicosiltransferases i permet la classificacié de GT-MG517 dins de la familia GT-2. En canvi, el
seu extrem C-terminal presenta una seqliéncia particular que no s'alinea amb altres proteines. En aquesta tesi es
formula la hipotesi que aquesta zona podria ser d'interaccié amb la membrana i, a més, que aquesta interaccio
podria regular I'activitat enzimatica. Per aix0 es preparen diverses formes truncades de GT-MG517, en les quals
s'eliminen alguns aminoacids de I'extrem C-terminal, i una forma en la qual només es conserva I'hipotétic domini
d’'unié d’'UDP-Glc. Aquestes noves proteines s'expressen, solubilitzen i purifiquen aplicant el protocol establert per a
la forma completa. Amb I'analisi dels glicolipids sintetitzats s’estableix que els deu Ultims aminoacids de GT-MG517
son prescindibles per a la seva activitat, ja que les formes truncades corresponents continuen tenint la capacitat de
sintetitzar glicolipids. No obstant, I'eliminacié d’'un nombre superior de residus, inactiva la proteina. La purificacié de
Ihipotetic domini d’'unié d’'UDP-Glc posa de manifest que forma oligomers, de la mateixa forma que ho fa la proteina
completa.
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1 Introduccié general. Micoplasmes, glicolipids i glicosiltransferases

1.1 Micoplasmes: els organismes autoreplicatius més petits

Els micoplasmes sén organismes procariotes que es diferencien de la resta de bacteris per 'abséncia en la seva
estructura d'una paret cel-lular. Aquesta diferéncia permet classificar-los en una classe apart anomenada Mollicutes,

dins la qual es distingeixen diversos ordres, families i géneres, tal com es mostra a la Taula 1.1.

Taula 1.1 Classificacio taxonomica de la classe Mollicutes.

Classe Ordre Familia Geénere
Acholeplasmatales Acholeplasmataceae 'ézﬂzg Itz:rlssn;?h yioplasima
Anaeroplasmatales ~ Anaeroplasmataceae Anareoplasma

Asteroleplasma

Entomoplasmataeae Entomoplasma
Mollicutes Entomoplasmatales ‘ Me§oplasma
Spiroplasmataceae Spiroplasma
Haloplasmatales Haloplasmataceae Haloplasma

Candidatus Hepatoplasma

Mycoplasmatales Mycoplasmataceae Mycoplasma
Ureaplasma

Mollicutes encara no classificats
Font: NCBI (National Center for Biotechnology Information) taxonomy database

Actualment existeixen gairebé 200 espécies de Mollicutes descrites, tot i que el seu nombre va en augment [Razin,
S. i Hayflick, L., 2010]. Existeix un ampli consens a 'hora de determinar que els micoplasmes van desenvolupar-se
ara fa uns 600 milions d’anys a partir de bacteris gram-positiu mitjangant un procés d’evolucié reductiva el qual va
comportar la pérdua de la paret bacteriana i la reduccié del genoma, permetent la seva descripcid com els

organismes més petits i més simples amb capacitat autoreplicativa coneguts en l'actualitat.

La manca de paret cel-lular provoca que els micoplasmes siguin molt sensibles a xocs osmoétics, ja que I'Unica
barrera que posseeixen per protegir-se i a la vegada interaccionar amb el seu entorn és la membrana plasmatica.
D'altra banda, i pel mateix motiu, presenten resisténcia a antibiotics dissenyats especificament contra mecanismes
de construccié de la paret bacteriana, com per exemple, la penicil-lina. També a causa de la manca de paret

cel-lular, els micoplasmes formen colonies amb forma d'ou ferrat quan son cultivats sobre medi solid (Figura 1.1).

Les cél-lules dels micoplasmes son morfologicament molt simples i es troben constituides per la membrana
plasmatica, els ribosomes i una molécula d’ADN circular. Moltes espécies presenten una forma esférica amb mides
que oscil‘len entre els 0.3 i 0.8 um de diametre, perd d'altres presenten formes diverses, entre les que destaca la
forma d’ampolla, amb una estructura semblant a una punta situada en un extrem de la cél-lula que rep el nom
d'organel-la terminal (Figura 1.2). Aquesta morfologia se sustenta en un citoesquelet que, a més, participa en la

divisié cel-lular i per aquells micoplasmes que en presenten, en la motilitat.
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zona central
zona periférica {dins P’agar)
(superficie de I'agar)

superficie de la colonia
{forma d’ou ferratj

colonies d'Acholeplasma laidiawii 100x

Figura 1.1. Colonies en forma d’ou ferrat de I'espécie de micoplasma Acholeplasma laidlawii. Imatge
obtinguda de la web de la col-lecci6 alemanya de microorganismes i cultius cel-lulars (DSMZ-www.dsmz.de).

Micrografia electronica de cél-lules de micoplasma Micrografia electronica d’escombratege de cél-lules

{s'observa la membrana plasmatica, els filaments del de Mycopiasma pneumoniae

citoplasma que deriven del cromosoma seccionat i els (s'observa la forma d'ampolla i I'organel la terminal a
granuls negres que representen els ribosomes). I'extrem de la cél-lula).

Font www utmb edu (University of Texas Medical Branch Font: wiwnw bioweb. uwlax edu {(University of Wisconsin
at Galvoston) System)

Figura 1.2. Imatges de la morfologia de les cél-lules de micoplasma.

Els micoplasmes posseeixen un cromosoma molt petit, d’entre 580 kb i 2200 kb en funcié de I'espécie, comparat
amb el d'altres bacteris com per exemple Escherichia coli, el genoma del qual té 4640 kb. A part de la seva reduida
mida, una de les seves principals caracteristiques és el baix contingut en G+C, el qual es troba entre el 24 % i el 33
% de mitjana en funcid de I'espécie [Razin, S. et al, 1998]. Cal dir, perd, que la distribucié de G+C en el genoma és
irregular, com ho demostra el fet que les zones no codificants poden arribar a posseir un percentatge de G+C
d’'tnicament un 10 % o un 20 %. El resultat d’aquesta pressi6 evolutiva, anomenada pressio A-T, ha forgat un Us de
codo diferencial respecte altres bacteris. Aixi, els micoplasmes utilitzen preferentment per a codificar un determinat
aminoacid el codd més ricen Ai T de tots els sindnims existents en el codi universal. Com a conseqtiéncia d’aquest
fet, algunes especies de micoplasmes empren el codé TGA per codificar 'aminoacid triptofan, en comptes d'usar-lo

com a codd de parada, fet que dificulta I'expressié recombinant de proteines de micoplasma en altres organismes.

La reduccié del material genétic ha propiciat la pérdua per part dels micoplasmes de moltes de les activitats
metaboliques presents en els altres organismes procariotes, fent necessaria la vida com a parasits en el si d’un

hoste. Entre aquests es troben els humans, altres mamifers, réptils, peixos, artropodes i plantes. Tot i aquesta
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amplia varietat d’organismes, els micoplasmes posseeixen una especificitat for¢a elevada per a un determinat hoste

i teixit, molt possiblement degut a les necessitats nutricionals i ambientals derivades de la vida parasitaria.

L'absencia d’un cicle de Krebbs complet o de citocroms o quinones forga que 'ATP no s’obtingui per fosforilacié
oxidativa, sind mitjangant un mecanisme molt menys eficient com és la fosforilacié a nivell de substrat. Segons la
seva capacitat per metabolitzar carbohidrats, els micoplasmes es classifiquen en fermentatius i no fermentatius. Els
primers poden realitzar la glucdlisi i posseeixen una part de la ruta de les pentoses-fosfat, mentre que els segons
han desenvolupat una ruta metabdlica que els permet I'obtencié d’ATP a partir de la degradaci6 d'arginina (ruta de
l'arginina dihidrolasa). La delimitacié entre aquests dos grups, perd, no és del tot clara, ja que algunes espécies de
micoplasmes tenen els enzims necessaris per dur a terme ambdues rutes metabdliques [Miles, R. J., 1992]. També
cal esmentar I'obtencié d’ATP a partir de la urea, requeriment Unic entre els éssers vius i present en els ureaplasmes
[Neyrolles, O., et al, 1996].

Tot i el desavantatge que suposa per als micoplasmes lincapacitat d’obtenir ATP mitjangant una fosforilacié
oxidativa, aquest és forga relatiu, ja que la seva despesa energética en processos de biosintesi és baixa i per tant,
els seus requeriments d’ATP no son molt importants. Es coneix que els micoplasmes han d’adquirir del seu hoste o
del medi de cultiu tots els aminoacids necessaris per a la sintesi proteica, la majoria de cofactors, colesterol, acids
grassos i les bases puriques i pirimidiniques precursores dels acids nucleics [Razin, S. et al, 1998]. La preséncia
d’'Unicament una membrana plasmatica com a barrera per al pas de totes aquestes substancies és la responsable
d'uns sistemes de transport molt simplificats, a la vegada que I'economitzacié de gens propicia que siguin poc
especifics [Saurin, W. i Dassa, E., 1996]. Aquesta economitzacid no ha afectat, perd, als gens relacionats amb la
replicacié d’ADN, transcripcié i traduccié per a la sintesi de proteines, ja que els micoplasmes no poden importar-les

del seu hoste i requereixen, doncs, de tota la maquinaria necessaria per a obtenir-les.

Per a la majoria d’hostes, els micoplasmes son organismes patdgens, si bé en el cas dels artropodes la seva relacid
amb aquests bacteris pot descriure’s com a simbidtica. Ara bé, les causes de la patogenicitat dels micoplasmes sén,
encara avui, poc clares. Les infeccions causades per aquests microorganismes son habitualment lleus. Aquesta
caracteristica suggereix que deriven d’una resposta del sistema immunitari i inflamatori de I'hoste, més que d’un
efecte toxic directe d’algun dels seus components cel-lulars, tot i que alguns treballs defensen que el dany cel-lular
causat pels micoplasmes és degut a processos oxidatius alimentats per peroxid d’hidrogen i altres radicals superdxid

generats pel bacteri [Razin, S. i Hayflick, L., 2010].

La majoria dels micoplasmes humans i animals tenen com a habitat les mucoses dels sistema respiratori o del tracte
urogenital, on s'adhereixen a les cel-lules del teixit epitelial (Figura 1.3). La citadheréncia es considera un requisit
essencial per a la viruléncia dels micoplasmes i per a la seva capacitat d'infeccid, ja que mutants defectius en aquest
tret només recuperen la seva poténcia infectiva quan recuperen el fenotip d’adhesio cel-lular [Razin, S. i Jacobs, E.,
1992].

D’altra banda, les infeccions causades per micoplasmes es descriuen sovint com a croniques, fet que implica el
fracas dels mecanismes de defensa de I'hoste en I'eradicacié d’aquests parasits. Sembla docs que, tot i la seva

suposada simplicitat, els micoplasmes posseeixen sofisticats mecanismes que els permeten adaptar-se rapidament
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a entorns canviants. Aquesta capacitat es coneix amb el nom de variacié antigénica i consisteix en la possibilitat de
modificar de forma reversible I'expressio dels principals antigens proteics de superficie de la membrana, de manera

que el micoplasma pot escapar i mantenir-se invisible al sistema immunitari de I'hoste.

Cél-lules de Mycoplasma genitailum Fotomicrografia de transmissié
adherides a cél-lules renals de mono electronica d'una traquea de hamster
verd africa. infectada per Mycoplasma pneumoniae
Imatge extreta de Imatge extreta de Basement, J. B.i Tully, J. G,
www . arrakis.es/~owenwang/genoma/genoma 1997.

4 html

Figura 1.3. Citadheréncia de cél-lules de diverses espécies de micoplasma sobre cél-lules de mamifers.

Imatge de microscopia electronica on es poden veure cél-lules
de Mycoplasma pneumoniae adherides i a I'interior cel-lular del
teixit epitel-lial d’una artéria coronaria.

Font: Higuchi, M. L., et al, 2003

Figura 1.4. Imatge que demostra la capacitat
d’internalitzacié cel-lular de Mycoplasma pneumoniae.

Un altre dels mecanismes de qué disposen els micoplasmes per a sobreviure a linterior d'un hoste és la
internalitzacio dins les cél-lules del teixit que infecten. Aquest comportament, molt habitual en micoplasmes propis
d’insectes, era considerat rar en cél-lules de mamifers, fins al descobriment I'any 1992 de Mycoplasma penetrans,
que com el seu nom indica, posseeix la capacitat d'introduir-se a l'interior cel-lular tant in vivo com in vitro [Lo, S. C.,
et al, 1992]. Posteriorment s’ha establert que altres especies de micoplasma poden també localitzar-se en el
citoplasma cel-lular, com per exemple Mycoplasma pneumoniae (Figura 1.4), perd que aquesta capacitat depén del
tipus de cél-lula epitelial a infectar [Yavlovich, A., et al, 2004]. Es evident que linterior cel-lular és un ninxol
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extremadament favorable per a un micoplasma, ja que li permet evadir el sistema immunitari de I'hoste i els efectes

dels possibles antibidtics, tot establint la cronicitat tipica descrita per a les infeccions del microorganisme.

1141 Caracteristiques principals de Mycoplasma genitalium

La present tesi centra el seu interés, com s'exposara més endavant en aquesta introduccid, en una

glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium.

Aquest micoplasma és el més petit que es coneix actualment, amb un genoma format Gnicament per 580 kb i amb
aproximadament 480 regions codificadores de proteines, el qual fou seqlienciat completament per primera vegada
I'any 1995 [Fraser, C. M., et al, 1995].

Mycoplasma genitalium esta implicat de forma significativa en el desenvolupament de malalties del tracte urogenital
com la uretritis no-gonococcica, amb independéncia de Chlamydia trachomatis i Neisseria gonorrhoea [Deguchi, T. i
Maeda, S., 2002]. Es coneix que la transmissié sexual és la principal via de contagi per aquestes malalties [Keane,
F. E., et al, 2000], entre les que es troben, a més de I'esmentada uretritis, la cervicitis, 'endometritis, la salpingitis, la
malaltia inflamatoria pélvica i certs tipus d'infertilitat. També es vincula Mycoplasma genitalium a altres malalties
extra-genitourinaries, com ara l'artritis, la pneumonia, la progressio de la SIDA, la sindrome de fatiga cronica,

I'encefalitis i algunes malalties autoimmunes [Taylor-Robinson, D., 2002].

Mycoplasma genitalium presenta una morfologia de tipus ampolla (veure Figura 1.3), amb una estructura en forma
de punta anomenada organel-la terminal, la qual li permet I'adhesié a les cél-lules de I'organisme hoste abans de la
seva infeccio. Si bé habitualment el micoplasma roman adherit a les cel-lules que colonitza, s’ha demostrat que és

capag d'introduir-se a l'interior del seu citoplasma [Baseman, J. B., et al, 1995].

Com la resta de micoplasmes, el contingut en G+C del seu genoma és baix, amb un valor mitja del 32 %, si bé
també és irregular, assolint valors del 44 % per a les zones corresponents a I'ARN ribosomic i del 52 % en els ARN
de transferéncia [Fraser, C. M., et al, 1995]. Aquest baix contingut en G+C propicia I'is majoritari del codé TGA per a
I'aminoacid triptofan, en comptes de codificar el cod6 de parada universal. Cal dir, perd, que 'esmentat aminoacid

també pot trobar-se representat pel codd TGG.

Pel que fa al metabolisme, Mycoplasma genitalium obté ATP mitjangant glucdlisi. Es troba mancat de les rutes de
sintesi d'aminoacids, acids grassos, molts cofactors i les bases puriques i pirimidiniques per a la sintesi de 'ADN.
També ha d’adquirir de I'entorn el colesterol que requereix la seva membrana plasmatica per al manteniment de la
seva fluidesa [Razin, S. et al, 1998].
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11.2  Lamembrana plasmatica dels micoplasmes

En uns organismes com els micoplasmes, els quals no posseeixen una paret cel-lular que els ailli de I'exterior, la
membrana plasmatica pren una rellevancia especial, ja que totes les interaccions amb I'entorn tenen lloc a través

seu.

La composicié de la membrana plasmatica dels micoplasmes presenta algunes particularitats si es compara amb la
d’altres bacteris. La presencia de proteines ancorades en ella és molt important, ja que representen entre un 60-70

% del total de la massa d’aquesta estructura cel-lular [Razin, S. i Hayflick, L., 2010].

Algunes d’'aquestes proteines sén transportadors que faciliten 'entrada dels metabolits que I'organisme no pot
sintetitzar degut a la manca de les corresponents rutes metabdliques. En el cas de Mycoplasma genitalium cal
destacar que molts dels sistemes de transport presents en procariotes no han estat identificats en el seu genoma.
Unicament alguns transportadors ABC, com el de fosfat o el de espermidina/putrescina es troben complets i d'altres,
com el del fosfonat, el de Co o el de péptids/Ni només presenten algunes parts de l'oper6. Pel que fa als
transportadors depenents de fosfoenolpiruvat (PTS), s’han identificat en el genoma de Mycoplasma genitalium
aquells relacionats amb el transport de glucosa i de fructosa (dades obtingudes de la base de dades KEGG Pathway
- www.genome.jp/kegg/pathway.html). La possibilitat que els sistemes de transport dels micoplasmes hagin
evolucionat de forma divergent respecte la resta de procariotes explicaria la dificultat en la identificacié de més
sistemes, tot i que una altra hipotesi per explicar-ne el baix nombre esgrimeix que els transportadors de micoplasma
haurien perdut la seva especificitat per acceptar una amplia gamma de substrats i disminuir-ne aixi la quantitat

necessaria [Razin, S. et al, 1998].

Un altre tret diferencial de la membrana dels micoplasmes és la quantitat de lipoproteines que hi és present, la qual
és molt superior a la d'altres bacteris. Es coneix que aquestes actuen majoritariament com a antigens de superficie i

que experimenten variacio antigenica.

Pel que fa al contingut lipidic, el qual representa entre un 20 - 30 % de la massa total [Razin, S. i Hayflick, L., 2010],
les membranes dels micoplasmes contenen basicament fosfolipids, glicolipids i lipids neutres. La membrana
d’Acholeplasma laidlawii, el micoplasma que s’ha emprat més extensivament per a I'estudi d’aquestes estructures,
conté entre un 25 - 30 % de fosfolipids, en concret fosfatidilglicerol i difosfatidilglicerol. Ara bé, els lipids majoritaris,
tot constituint un 60 % del total, son glucolipids i glucofosfolipids. Finalment, els lipids neutres representen menys
d’'un 10 % del contingut lipidic [Razin, S., 1978].

En general, els glicolipids representen un percentatge forga elevat del total de lipids de la membrana dels
micoplasmes, si bé existeixen algunes excepcions, com és el cas de Mycoplasma hominis pel qual no s’han descrit
glicolipids en les seves membranes [Razin, S., 1978]. Una de les seves funcions és la d’actuar com a agents
reguladors de la fluidesa i I'estat cristalli de la membrana. Com s’ha exposat anteriorment, els micoplasmes sén
incapagos de sintetitzar acids grassos i, per tant, han d'obtenir-los de I'entorn. Aquesta dependéncia d’un
subministrament exogen d'acids grassos implica una major dificultat per regular les propietats de la membrana i

mantenir 'homedstasi cel-lular. Per tal de superar aquesta limitacid, a més de l'accidé dels glicolipids, molts

-36 -



Capltol 1: ntroducceld general. Micoplasmes, glicolipids  glicosiltransferases

micoplasmes requereixen una font externa de colesterol, com és el cas de Mycoplasma genitalium, un fet dnic entre
organismes procariotes [Razin, S. et al, 1998]. Els glicolipids també posseeixen un rol immunogénic, tal com
demostra un estudi publicat I'any 2007 sobre els glicolipids de Mycoplasma pneumoniae. En aquest treball es posa
de manifest la seva relacid amb els mecanismes de reconeixement del bacteri per part de I'hoste i la produccié

d'anticossos [Rosén Klement., M et al, 2007].

1.1.21 El paper dels glicolipids en la regulacié de les propietats de la membrana plasmatica

L'incapacitat de sintetitzar acids grassos ha propiciat el desenvolupament d’un sistema de regulaci6 de les propietats
fisiques de la membrana plasmatica per part dels micoplasmes en el qual sén clau els dos principals glicolipids

d’aquests microorganismes: el monoglicosildiacilglicerol (MGlyDG) i el diglicosildiacilglicerol (DGIlyDG).

Aquestes molecules sén de caracter amfipatic, amb un cap polar constituit per la part sacaridica i una cua
hidrofobica formada pels acids grassos. La seva presencia a la membrana genera diferents formes
d'empaquetament d’aquesta estructura, en funcid6 de la naturalesa del glicolipid, tal com es representa

esquematicament a la Figura 1.5.
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Figura 1.5. Representacié esquematica de les formes d’empaquetament de la membrana plasmatica propiciades pels
glicolipids en funci6 de la seva naturalesa.

L'Unica unitat sacaridica que forma part del MGIlyDG és la responsable que aquesta molécula formi part dels lipids
que propicien un estat no lamel-lar de la membrana plasmatica, en el qual aquesta presenta una fluidesa major. En
canvi, la suma d’'una segona unitat sacaridica a la molécula de MGlyDG per rendir el segon glicolipid DGlyDG
transforma aquest compost en un estimulador d'estats lamel-lars de la membrana plasmatica, els quals es

caracteritzen per donar un ordre i un empaquetament superior a I'estructura.

Un bon funcionament de la membrana plasmatica requereix una cristal-linitat determinada i un radi de curvatura
espontania i una densitat de carrega superficial constants. Aquestes caracterisitques s'aconsegueixen quan a la
bicapa lipidica existeix un equilibri entre components de caracter lamel-lar i components de caracter no lamelar, com
ho sbn els glicolipids presentats. Per tant, el seu paper és molt important en la regulacio de l'estat fisic de les
membranes dels micoplasmes, si bé cal dir que no sén les Gniques molecules que hi participen [Vikstrdm, S. et al,
1999].
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En Acholeplasma laidlawii les propietats de la membrana es troben regulades per la relacié de concentracions entre
el monoglucolipid i el diglucolipid [Rilfors, L., et al, 1993], tot i que també hi tenen un rol clau la longitud de les
cadenes d'acid gras i el seu grau d'insaturacié. En aquest micoplasma es coneix que els enzims responsables de la
sintesi dels esmentats glicolipids son dues glicosiltransferases associades a la membrana [Dahlqvist, A. et al, 1995],
de les quals se n’expliquen les caracteristiques i se’n comenta el funcionament més endavant en el capitol 5 de la

present tesi.

1.2 Funcions dels glicolipids en altres organismes

1.21 Organismes fotosintétics oxigeénics: plantes i cianobacteris

Els glicoglicerolipids no son presents Gnicament a les membranes dels micoplasmes. De fet sén molt abundants a la
natura si es t¢ en compte que constitueixen els principals components de les membranes dels cloroplasts de les
cel-lules vegetals i de les membranes dels cianobacteris. Aixi, els tilacoides dels cloroplasts contenen un 50 % de
MGDG (monogalactosil diacilglicerol), un 30 % de DGDG (digalactosil diacilglicerol), entre un 5-10 % de SQDG
(sulfoquinovosil diacilglicerol) i Unicament un 10 % de PG (fosfatidilglicerol) [Dérmann, P. and Hoélzl, G., 2009].
Aquesta composicié es conserva en els cianobacteris, reforgant la teoria endosimbidtica, segons la qual una cél-lula
bacteriana amb capacitat fotosintética va ser fagocitada per un avantpassat eucariota donant lloc a la primera

cél-lula vegetal [Hélzl, G. and Dérmann, P, 2007].

La preséncia d'un nombre tan elevat de glicolipids només es déna en les membranes amb una funcié en la
fotosintesi, fet que porta a pensar en un paper d’aquests compostos en I'esmentat procés més enlla de la seva
funcio estructural, la qual és molt semblant a la que s’ha descrit en Acholeplasma laidlawii [Dérmann, P. and Holzl,
G., 2009]. En les membranes no fotosintétiques Unicament és rellevant la preséncia de glicolipids en condicions de
manca de fosfat, situacié en la qual saugmenta de forma molt important la sintesi de DGDG i SQDG i el primer
s'exporta des dels tilacoides cap a les membranes exteriors al cloroplast. Sembla que la cél-lula vegetal és capag de
substituir els fosfolipids per DGDG quan al medi no hi ha suficient fosfat disponible [Dérmann, P. and Hélzl, G.,
2009].

Un fet que crida 'atencié és la no preséncia, tant en cél-lules vegetals com en cianobacteris, de glicolipids amb una
molécula de glucosa a la part sacaridica. De fet, en els cianobacteris el MGDG s’obté per I'accié d’'una epimerasa
que té com a substrat el MGIcDG, el qual és el glicolipid que les cél-lules sintetitzen en primer lloc. La preferencia
per la galactosa en els glicolipids podria implicar un paper d’aquest sucre en la fotosintesi, el qual no podria realitzar
la glucosa. En aquest sentit, la cristal-litzacio del fotosistema | de S. elongatus, un cianobacteri termdfil, revela la
preséncia d'una molécula de MGDG, a més de tres fosfolipids, unida a 'esmentat fotosistema [Jordan, P., et al,
2001]. En aquesta unié el grup hidroxil del C4 de la galactosa, el qual es troba en posicié axial, forma un pont

d’hidrogen amb el carbonil de I'enllag amida de I'Ala562 i el conjunt s'estabilitza mitjangant la interaccié hidrofobica
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dels C3, C4 i C5 de la galactosa amb la cadena alifatica de la Val709. Una disposici6 estérica com la aqui descrita
no seria possible amb un anell de glucosa, ja que aquesta no disposa d'un hidroxil axial en el C4 ni tampoc presenta

una cara hidrofobica com la de la galactosa [Dérmann, P. and Benning, C., 2002].

D’altra banda, la complementaci6é d’'un doble mutant d'Arabidopsis thaliana incapag de sintetitzar DGDG amb una
glicosiltransferasa de Chloroflexus que li permet produir un nou glicolipid, B-glucopiranosil-(1—6)-p-galactopiranosil
diacilglicerol (GIcGDG) inexistent en el mutant, fa que aquest recuperi la mida normal de la planta salvatge i el seu
ritme de creixement. També els cloroplasts recuperen la seva estructura i els tilacoides presenten una energia
electroquimica equiparable a la de la planta normal. Totes aquestes caracteristiques del mutant complementat
indiquen que GlcGDG és capag de reemplagar DGDG pel que fa a les funcions estructurals requerides per a la
formacié de bicapes impermeables al pas d'ions i a la generacié d’una forga motriu de protons. En canvi, la sintesi
del nou glicolipid no permet recuperar I'eficiéncia fotosintética normal, ni el rendiment quantic del fotosistema Il, ni
tampoc la resistencia als danys causats per I'exces de llum, si bé els millora de forma significativa en comparacié als
valors del doble mutant. Aquest comportament indicaria que pigments, complexos proteics i altres cofactors implicats
en la fotosintesi han evolucionat envoltats d'una matriu formada principalment per galactolipids i aixd ha propiciat
I'establimant d’unions i interaccions Unicament possibles amb aquest sucre, els quals explicarien I'abséncia en els

organismes fotosintetics de glucolipids [Holzl, G., et al, 2009].

El fotosistema | no és I'linica estructura implicada en la fotosintesi que es troba unida a glicolipids. La cristal-litzacid
del complex captador de llum Il (LHC Il — light harvesting complex 1) d’espinac [Liu, Z., et al, 2004] i de pésol
[Standfuss, J., et al, 2005] demostra la preséncia de molécules de DGDG unides a ell, les quals posseeixen una
funcié estabilitzadora de I'estructura. També el fotosistema Il conté un elevat nombre de glicolipids units; en concret,
sis molecules de MGDG, quatre de DGDG i tres de SQDG, a més d’'una molécula de PG, a les quals se'ls adjudica
la funcié de permetre el muntatge del fotosistema i la de donar flexibilitat als polipéptids i cofactors que en formen
part [Jones, M.R., 2007]. Finalment, es coneix que el MGDG té un paper important en el cicle de la xantofil-la, el qual
té la funcié de protegir la maquinaria fotosintética contra les especies d’oxigen reactives [Latowski, D., et al, 2004] i

que juntament amb el DGDG, sén crucials en el quenching de la fluorescéncia de la clorofil-la [Moya, I., et al, 2001].

1.22  Organismes fotosintétics anoxigénics

La uniformitat en els glicolipids dels organismes fotosintétics oxigénics desapareix en entrar a classificar els
glicolipids dels organismes que també realitzen la fotosintesi perd que no tenen com a donador d’electrons una
molécula d’aigua, sind compostos de sofre, H2 o altres molécules organiques. Sén els bacteris fotosintétics
anoxigénics i es classifiquen en quatre tipus diferents: els bacteris verds del sofre, els bacteris verds no del sofre, els

bacteris porpres del sofre i els bacteris porpres no del sofre.

Alguns membres dels bacteris verds no del sofre, com Chloroflexus aurantiacus, contenen, talment com plantes i
cianobacteris, grans quantitats de MGDG a les seves membranes, si bé en aquest cas el galactolipid es troba
acompanyat per BGlc(1—6)BGalDG i no es descriu la presencia de SQDG [H6lzl, G. and Dormann, P., 2007]. Pel

que fa als bacteris verds del sofre, també s’ha identificat MGDG com un dels glicolipids importants, si bé es troba
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acompanyat per altres glicolipids no determinats que contenen ramnosa, glucosa, galactosa i altres sucres no
caracteritzats en el seu cap polar. SQDG no ha estat descrit en cap d’aquests bacteris [Holzl, G. and Dormann, P.,
2007].

Pel que fa als bacteris porpres no del sofre, la seva composicio lipidica varia considerablement entre espécies.
Algunes d'elles no presenten glicoglicerolipids i altres només els sintetitzen sota determinades codicions. En aquests
casos, els glicolipids tenen estructures diferents als de les plantes, com per exemple el BGalpGalDG, on la
galactosa terminal posseeix una configuracié oposada a la de DGDG, o bé sén compostos completament diferents
com és el cas de I'a-glucuronosil diacilglicerol de Blastochloris viridis [Holzl, G. and Dormann, P., 2007]. També cal
dir que en aquests bacteris els acids grassos dels glicolipids sén molt variables i diferents respecte els de plantes i

cianobacteris. La preséncia de SQDG és depenent de I'espécie.

Finalment, els dos grups que pertanyen als bacteris porpres del sofre s6n oposats pel que fa a la preséncia en les
seves membranes de glicolipids. Els del génere Echtothiorhodospiraceae es troben totalment mancats de glicolipids,
mentre que en els del génere Chromatiaceae es distingeixen MGIcDG, oligoglicerolipids formats per una unitat de

glucosa i un o dos residus de manosa i SQDG [Hdlzl, G. and Dormann, P., 2007].

1.2.3 Bacteris no fotosintétics

En aquest grup d’organismes és on es troba la major diversitat d’estructures glicosidiques de tots els glicolipids
presents a la natura. Tanmateix galactolipids com els de les plantes i cianobacteris no s’hi troben representats.
L'amplia gamma de compostos deriva de I'existéncia d’enllagos glicosidics (1—2), (1—3), (1—>4) i (1—6) i de
sucres amb els carbonis anomérics tant amb configuracié o. com amb configuraci6 3, tal com es mostra a la Taula
1.2. Cal dir, pero, que la part hidrofobica dels glicolipids bacterians és forga simple, amb majoria d'acids grassos

saturats 0 monoinsaturats [Holzl, G. and Dormann, P., 2007].

En els bacteris gram-positiu la funcié dels glicolipids és la de servir com a element d’ancoratge dels acids teicoics a
la membrana, constituint els anomenats acids lipoteicoics. Aquests formen part de la paret bacteriana, tal com
s'aprecia en la representacid esquematica de la Figura 1.6. La paret bacteriana gram-positiva és una matriu
polianidnica, que a més dels acids lipoteicoics conté peptidoglica i acids teicoics, semblants als lipoteicoics perd
ancorats al peptidoglica. Les seves funcions es troben relacionades amb I'elasticitat, la porositat, la traccié i el flux
electrostatic de I'embolcall cel-lular. No tan sols és necessaria per mantenir 'homeostasi de cations metal-lics sin6
que facilita el transport de ions en general, nutrients, proteines i antibiotics. La paret bacteriana també és
responsable de la presentacio a I'entorn de les peptidoglican hidrolases, anomenades autolisines, i de les adhesines
[Neuhaus, F.C. and Baddiley, J., 2003].
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Taula 1.2. Distribucié dels glicoglicerolipids en bacteris no fotosintétics.

Organisme

Principals glicoglicerolipids

Firmicutes (Bacteris Gram-positiu)

Bacillus, Staphylococcus

BGIc(1—6)BGIcDG

Alicyclobacillus acidocaldarius

BGlc(1—4)B-N-acilglucosaminildiacilglicerol

Planococcus

SQDG

Lactobacillus casei, Streptococcus pneumoniae

0Gal(152)aGlcDG

Streptococcus faecalis, Acholeplasma

0.GleDG, aGle(1—-2)aGlcDG

Actinobacteria (Bacteris Gram-positiu de contingut G+C alt)

Micrococcaceae, Microbacteriaceae
Nocardiopsaceae, Pseudonocardiopsaceae

Diferents derivats acilats de aMan(1—3)aMan-glicerol o
o.Glc(1—>3)aMan-glicerol

Propionibacterium o.Gle(1—>3)aGlec-acil-alquil-glicerol
Streptomycetes 0GIcADG, aGlc(1—4)aGIcADG
Bifidobacterium BGalDG, BGal(1—>2)BGalDG,

BGal(1->2)3Gal(1—>2)BGalDG

Deinococcus Thermus

Deinococcus radiodurans oGlcDG
Thermotogae

Thermotoga maritima 0Glc(1->4)aGlcDG
Alphaproteobacteria

Bacteris de la col-i-flor i familia

Brevundimonas, Hyphomonas, Maricaulis,
Woodsholea, Caulobacter

aGlcDG, aGIcADG, aGlc(1—4)aGIcADG, SQDG, TAU
(amida de I'acid tauric)

Rhizobiales
Rhizobium 0Glc(1—>3)aManDG
Sinorhizobium SQDG
Spirochaetes

Treponema, Spirochaeta, Serpula, Borrelia

aGalDG, aGlcDG

Informacié extreta de [Holzl, G. and Dormann, P., 2007].

fosfolipids

Proteines de superficie

acid teicoic
acid lipoteicoic

peptidoglica

NAM NAG

peptide

membrana
plasmatica

Figura 1.6. Esquema de la paret cel-lular d’un bacteri gram-positiu.

Els acids lipoteicoics consten de dues parts diferenciades: el glicolipid que funciona com a ancora a la membrana i
un polimer de glicerolfosfat (poli Gro-P) amb residus D-alanina esterificats a la posicié sn-2 del glicerol. Ara bé, la
diversitat d’estructures fa que s’hagin establert tres tipus diferents d’acids lipoteicoics, |, I1'i lll, si bé el més general ja

que es troba en Staphylococcus, Bacillus i Streptococcus és el de tipus | descrit en la Figura 1.7. En aquest cas el

disacarid present en el glicolipid és una unitat de Glc-p(1—6)-Glc.
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Type I Lipoteichoic Acid (LTA)

poly (Gro-P) glycolipid l

A. glycolipid anchor
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A .
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B. poly (Gro-P)
X

o
X X
. ' O\\p D\>I\/°‘~J‘- °\>'\/°\:'1/

C. substituents (X)

H- a—GleNAc-
p-alanyl- a~Gal-

Figura 1.7. Estructura de I'acid lipoteicoic de tipus I. Imatge extreta de
[Neuhaus, F.C. and Baddiley, J., 2003].

En els acids lipoteicoics de tipus Il i lll, el polimer de glicerolfosfat inclou a més unitats de galactosa, dues en el cas
del tipus Il (Gal-Gal-Gro-P) i una en el cas del tipus Ill (Gal-Gro-P) [Neuhaus, F.C. and Baddiley, J., 2003].

Cal dir que els bacteris gram-negatiu no apareixen en aquest recull d’informacidé ja que no disposen de
glicoglicerolipids en les seves parets cel-lulars. Aquestes contenen els anomenats lipopolisacarids, perd la seva
estructura és diferent a la dels acids lipoteicoics, si bé pot considerar-se que les funcions d’ambdues molécules son

equivalents.

1.3 Glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium: possibles dianes terapéutiques

La major part dels estudis realitzats sobre membranes de micoplasma, els quals es van iniciar als anys 60 del segle
passat, han utilitzat com a organisme de referéncia Acholeplasma laidlawii. Ara bé, en els Ultims anys s’ha ampliat
I'espectre d’espécies estudiades pel que fa a la sintesi dels seus glicolipids amb la publicacié d’un estudi centrat en
Mycoplasma pneumoniae [Rosén Klement, M. et al, 2007], el micoplasma més proxim filogenéticament a
Mycoplasma genitalium. No és clar que la composicié de les membranes pugui generalitzar-se per a totes les
espécies de micoplasma. Tot i aix0, el paper dels glicolipids com a agents reguladors de les seves caracteristiques
és quelcom extrapolable als micoplasmes que els contenen a les bicapes lipidiques, com és el cas de Mycoplasma

genitalium.

Préviament a I'esmentat treball sobre Mycoplasma pneumoniae, s’havia iniciat al Laboratori de Bioquimica del
Departament de Bioenginyeria de I'lnstitut Quimic de Sarria (Universitat Ramon Llull), en col-laboracié amb el
Laboratori de Biologia Molecular de I'lnstitut de Biotecnologia i Biomedicina (IBB) de la Universitat Autdnoma de
Barcelona un projecte d’estudi de Mycoplasma genitalium amb el finangament del Ministeri d’Educacié i Ciencia
espanyol (BI02001-2064-C02-02 i BFU2004-06377-C02-02).
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Com s’ha comentat anteriorment, aquest micoplasma és el que posseeix un genoma més petit de tots els Mollicutes
i per aquest motiu, és subjecte de molts estudis sobre el concepte de cél-lula minima i conjunt minim de gens

necessaris per a la vida, els quals es comenten breument en el capitol 2 del present treball.

Ara bé, l'estudi desenvolupat en el Laboratori de Bioquimica de I'lQS se centra en el metabolisme de glicolipids
d’'aquest micoplasma. Inicialment es va establir que Mycoplasma genitalium posseeix dos glicolipids en les seves
membranes: monoglicosildiacilglicerol i diglicosildiacilglicerol i, per tant, posseeix una ruta metabolica capa¢ de
sintetitzar-los amb un minim de dues activitats glicosiltransferasa. L’estudi bioinformatic del genoma del micoplasma
va revelar que el bacteri només conté tres possibles gens que codifiquin per enzims d'aquest tipus, mg025, mg060 i
mg517, els quals es van clonar i expressar en E. coli, després de la corresponent adaptacié de codé necessaria
degut a l'Gs particular del codd TGA per part de Mycoplasma genitalium comentat anteriorment en aquesta
Introduccid. Aquest treball [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007] va establir que de les tres possibles glicosiltransferases,
Unicament una, corresponent al producte del gen mg517 i anomenada en la present tesi GT-MG517, és la

responsable de la sintesi dels dos glicolipids, tal com es mostra a la Figura 1.8.

0 % o % moNA o
}OTR — o ™~ O\)\/O\H/R m» o\ 0\/\/o\n/R

0 GT-MG517 o o
OH 1-B-glucopiranosil-diacil-sn-glicerol 1-B-(glucopiranosi-B-(1—6)-glucopiranosil)l-diacil-sn-glicerol
DAG MGIcDG DGIcDG

Figura 1.8. Ruta metabdlica de sintesi de glicolipids de Mycoplasma genitalium.

Aixi doncs, és un Unic enzim el que presenta tant I'activitat monoglicosildiacilglicerol sintasa com [activitat
diglicosildiacilglicerol sintasa. El fet que Mycoplasma genitalium, a diferéncia del més evolucionat Acholeplasma
laidlawii, hagi combinat les dues activitats sintasa en una sola proteina és un exemple més de la economitzaci6 de
gens que ha experimentat aquest organisme minim. Aixi doncs, la regulacié de la ratio entre els dos principals
glicolipids i, per tant, de les propietats fisiques de la membrana, recau en el control d’'un Unic enzim, ja que a partir
d’'un compost que propicia estats no lamel-lars de la membrana, el micoplasma incorpora una segona unitat
sacaridica i forma una molécula amb la tendéncia contraria. Aquest comportament, com es comenta ampliament en

el capitol 5 de la present tesi, és equivalent al de Mycoplasma pneumoniae [Rosén Klement, M. et al, 2007].

Cal dir que degut a la dificultat d’obtenir grans quantitats de biomassa de Mycoplasma genitalium, fins al moment ha
estat impossible establir la naturalesa real del sucre que el microorganisme incorpora als seus glicolipids in vivo.
L'analisi dels productes sintetitzats, realitzat tant a partir de la seva purificacio de les membranes de cél-lules d’E.coli
les quals expressaven GT-MG517 com a partir d'una reaccié catalitzada per I'enzim purificat en preséncia del
donador UDP-GIc i de I'acceptor DOG, ha permés determinar que la incorporaci6 del sucre té lloc amb inversié de
configuracié en ambdues reaccions de glicosilacio i que I'enllag que es forma entre les dues unitats sacaridiques

presenta la configuracié 3(1—6) [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].
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Aixi doncs i considerant I'explicat en els paragrafs anteriors, quelcom tan essencial com les propietats de la
membrana plasmatica podrien trobar-se regulades en Mycoplasma genitalium per I'accié d'un Unic enzim, GT-
MG517. Aquest, a partir de la modulaci6 en tot moment de les quantitats relatives dels dos glicolipids seria el
responsable del manteniment de les condicions d’homeostasi cel-lular que propicia la membrana, la qual també
actua com a estructura de suport de moltes proteines essencials en els processos de citadheréncia, motilitat i

viruléncia del microorganisme.

Davant d'aquesta possibilitat, sorgeix en el Laboratori de Bioquimica de I'lQS la idea d’emprar la glicosiltransferasa
de Mycoplasma genitalium com a diana terapéutica per al desenvolupament d'antibidtics capagos d’eradicar
infeccions causades per micoplasmes. Aquesta opcid és clara, més quan es té en compte que les cél-lules
eucariotes, hostes del bacteri, no posseeixen glicolipids del tipus glicoglicerolipid en les seves membranes i, per
tant, glicosiltransferases amb aquesta especificitat no es troben presents en elles. El bloqueig dels enzims
necessaris per a la modulacié de la quantitat i identitat dels glicolipids presents a la membrana plasmatica del

micoplasma seria fatal per al microorganisme.

1.4 Aplicacié industrial dels glicolipids

Més enlla de linterés de la glicosiltransferasa GT-MG517 com a diana terapéutica per a combatre les infeccions
causades per Mycoplasma genitalium, en els Ultims anys s’ha incrementat la necessitat d'alternatives de produccio

de biosurfactants, molécules de caracter amfifilic entre les que s'inclouen els glicolipids.

Aquests compostos es caracteritzen per posseir dues parts diferenciades: una zona hidrofdbica composta per una
cadena hidrocarbonada llarga, lineal o ramificada, d’acid gras, la qual pot incloure residus hidroxil; i una zona
hidrofilica formada per un carbohidrat, un aminoacid, un peptid ciclic o residus fosfat, acid carboxilic o hidroxil
[Rahman, P. i Gakpe, E., 2008].

Els biosurfactants sén produits per microorganismes i constitueixen la versid biodegradable, no toxica i
mediambientalment favorable dels compostos coneguts com a surfactants, és a dir, molecules que per les seves
caracteristiques poden rebaixar la tensid superficial existent entre dues superficies en contacte i reduir la
concentracié miscel-lar critica (CMC) tant de solucions aquoses com de mescles d’hidrocarburs. Moltes industries
fan Us de surfactants en els seus processos, com ara la indistria téxtil, paperera, de plastics, de polimers,
cosmeética, farmaceutica, d’alimentacié o de fabricacié de maquinaria, si bé la font d’aquests compostos és el petroli
[Kitamoto, D., et al, 2002]. Per tant, els biosurfactants constitueixen una alternativa clara als surfactants quimics
gracies a les seves propietats Uniques com unes condicions de produccié suaus, una toxicitat molt baixa, una

elevada biodegradabilitat i I'evident compatibilitat mediambiental degut al seu origen.

Els biosurfactants son produits extracel-lularment o com a components de les membranes cel-lulars de llevats,
bacteris i fongs filamentosos. Segons l'estructura de la seva part hidrofilica, els biosurfactants es classifiquen en

quatre tipus diferents: glicolipids, fosfolipids, lipoproteines o lipopeptids i polimers [Rahman, P. i Gakpe, E., 2008].
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Figura 1.9. Estructures quimiques de les families de glicolipids emprades com a biosurfactants.

Els glicolipids han estat tradicionalment els biosurfactants més emprats i més estudiats, degut que els seus nivells
de produccié sén més elevats que els dels altres tipus de biosurfactants. Les tres families de glicolipids més
importants en aquesta aplicacid industrial sén els ramnolipids, derivats del monosacarid ramnosa i produits per
bacteris de la familia de les Pseudomones; els trehalolipids, derivats del disacarid trehalosa i produits per bacteris
del tipus Mycobacteria; i els soforolipids, derivats del disacarid soforosa i produits per espécies de fongs com
Candida bombicola. Altres glicolipids inicialment menys emprats perd actualment en alca sén els MEL
(manosileritriol lipids), els quals sén produits pel fong Candida antartica i glicolipids derivats de la cel-lobiosa
[Kitamoto, D., et al, 2002]. A la Figura 1.9 es presenten les estructures quimiques de les principals families de

glicolipids utilitzades com a biosurfactants.

L'elevada afinitat que presenten els ramnolipids per molécules organiques hidrofobiques ha permés el seu Us en
I'eliminacio de contaminants hidrofobics de sols contaminats [Rahman, K. S. M., et al, 2006]. Per la seva banda, els
soforolipids presenten activitat biocida [Lang, S., et al, 1989], fet que els fa utils com a agents bacteriostatics o com

a components de cosmeétics.

Aquests sén només dos exemples de I'aplicacié dels glicolipids com a biosurfactants en diferents industries.
L'observacié de les estructures que es descriuen a la Figura 1.9 permet la seva comparacié amb les estructures dels
glicolipids produits per Mycoplasma genitalium i, en concret, per la seva glicosiltransferasa GT-MG517, les quals
s’han presentat a la Figura 1.8. Com s’ha comentat, els glicolipids que s'utilitzen com a biosurfactants s’obtenen
directament de la seva extraccié de cultius dels microorganismes que els produeixen. Aquest fet, que els fa més
econdmics en comparacié amb els surfactants derivats del petroli, també suposa un problema degut a la
dependéncia de la produccio de glicolipids per part dels microorganismes de les condicions en les quals té lloc el
seu creixement. La possibilitat de produir els esmentats glicolipids de forma aillada als bacteris o fongs que els
generen és dificil en la majoria dels casos, ja que les rutes metabdliques que els sintetitzen in vivo sén
desconegudes o molt complicades i la seva implementacié de forma industrial significaria la purificacié de diversos

enzims i 'optimitzacié de les condicions de reacci6 de diversos passos de sintesi [Kitamoto, D., et al, 2002].
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En canvi, en el cas de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium GT-MG517, el seu aillament i la seva
aplicacié a la produccié dels dos glicolipids de les membranes del microorganisme podria ser factible a nivell
industrial, sempre i quan es disposés d’un sistema d'expressioé i purificacio amb rendiments satisfactoris i d’un
coneixement del seu mecanisme d’accio, ambdues coses ampliament estudiades en la present tesi. Un avantatge
complementari de 'is d'un enzim aillat seria la possibilitat de reutilitzar-lo un nombre determinat de vegades,
suposant un estalvi respecte la necessitat actual de cultivar cada vegada el microorganisme que sintetitza el

glicolipid d’interés.

Ara bé, cal dir que les glicosiltransferases no sén enzims de facil implementaci6 industrial, ja que en general sén
inestables i treballen amb substrats de preus elevats, com és el cas dels sucres activats amb un nucledtid, substrats
de les glicosiltransferases de tipus Leloir com és el cas de GT-MG517. Per aquest motiu una alternativa per a la
produccié de glicolipids d'alt valor afegit és la generacid de soques de bacteris superproductores d’aquests
compostos a partir de la introduccié de les rutes de sintesi necessaries i de la modificacié del metabolisme propi de

la soca en qestio, és a dir, I'ls de I'enginyeria metabdlica amb finalitats industrials.

1.5  Glicosiltransferases: classificacié i mecanisme d’accié

Tal com s’ha posat de manifest en els punts previs d’aquesta Infroduccid, ja sigui com a dianes terapéutiques o com
a enzims amb possibles aplicacions industrials, les glicosiltransferases son proteines que desperten un ampli interés

dins la comunitat cientifica.

Les glicosiltransferases s'encarreguen de la formacié d’enllagos glicosidics i, juntament amb els altres enzims amb
activitats relacionades amb els glicans, com les glicosidases, les glican fosforilases i les liases, sén responsables de
I'enorme complexitat d’estructures sacaridiques existents a la natura. La comprensio total de la funcié que aquestes
desenvolupen i dels seus mecanismes de sintesi son els dos principals objectius de la glicobiologia. Ara bé, aixi com
per a les glicosidases s’han elucidat molts dels detalls del seu funcionament, encara manca molta informaci6 sobre
el mecanisme d’accié i la relacié existent entre I'activitat, I'especificitat pels substrats i 'estructura que presenten les
glicosiltransferases. Per tant, qualsevol treball que impliqui I'aportacié de nous coneixements representa una

magnifica oportunitat d’ampliar el saber sobre aquests enzims essencials en la natura.

1.5.1 Reaccid de transglicosilacio

La reaccio que catalitzen les glicosiltransferases és la transferencia d'una unitat glicosidica activada des d’'un
substrat donador a una molécula acceptora, la qual pot ser un oligosacarid, un lipid, una proteina i compostos com
esteroides, flavanones, bilirubina, carotens, etc, els quals es trobin glicosilats. Tot i que habitualment 'esmentada
transferéncia té lloc sobre I'oxigen d’un residu hidroxil, donant lloc a un enllag O-glicosidic, també poden donar-se

glicosilacions sobre atoms de nitrogen o de sofre. Segons la natura del donador que utilitzen, les glicosiltransferases
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es classifiquen en enzims tipus Leloir i tipus no Leloir. Els primers i més abundants empren monosacarids activats

amb nucleotids, mentre que en els segons el grup activador del sucre és un fosfat.

En funcié del nombre d’unitats sacaridiques que incorporen a la molecula acceptora, les glicosiltransferases poden
ser processives, si addicionen multiples residus de forma consecutiva, 0 no processives, les quals catalitzen la
transferencia d’'un unic monosacarid a I'acceptor. Existeix certa controvérsia entorn a la nomenclatura usada en
aquesta Ultima classificacid, ja que el concepte de processivitat es troba relacionat amb I'alliberament o no al medi
del producte format després de la reaccié enzimatica, abans de la incorporacié d’'una nova unitat sacaridica. Els
enzims que acoblen diverses unitats sense permetre l'alliberament dels productes intermedis actuen de forma
processiva; al contrari dels que a cada pas de sintesi alliberen el producte i capturen un nou substrat per a continuar
la seva accio, els quals actuen de manera no processiva. Per tant, la classificaci6 més correcta de les
glicosiltransferases segons el nombre de residus que incorporen al seu substrat acceptor i sense considerar qué
ocorre en el centre actiu de I'enzim després de la reaccié seria la diferenciacio entre glicosiltransferases seqlencials

i no sequencials.

El mecanisme que empren les glicosiltransferases tipus Leloir per dur a terme la reaccié de transglicosilacié no és el
mateix en tots els casos, ja que algunes inverteixen la configuracio del carboni anomeric del sucre involucrat en la

reaccio, mentre que d’altres la mantenen invariable, tal com es mostra en la Figura 1.10.
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Figura 1.10. Esquema de la reacci6 de transglicosilacio catalitzada per les glicosiltransferases tipus Leloir.

1.5.2 Mecanismes de catalisi

Per analogia amb les glicosidases, els mecanismes de reaccié de les quals han estat ampliament estudiats i es
disposa de nombroses evidéncies experimentals que els corroboren, s’han proposat dos mecanismes d'actuacio per
a les glicosiltransferases. Per aquelles que actuen amb inversié de configuracié en el carboni anoméric del sucre, es
proposa un mecanisme amb una Unica etapa de reaccio i un estat de transicié de caracter oxocarbocationic, tal com

es presenta en la Figura 1.11.
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Figura 1.11. Mecanisme proposat per a les glicosiltransferases que actuen amb inversiéo de configuracio.
Esquema extret de Lairson, L. L., et al, 2008.

Tot i que les proves experimentals que donen suport a aquest mecanisme no sén moltes, sembla probable la
preséncia d’un estat de transicié oxocarbocationic i el trencament de I'enllag glicosidic abans de I'atac nucledfil de
l'acceptor [Murray, B. W. et al, 1997]. Per tant, es tractaria d’una substitucié nucledfila intermitja entre el tipus Sn2 i el
tipus Sni. A més, per algunes glicosiltransferases s'ha identificat el residu del centre catalitic que duu a terme el
paper de base i la seva mutagenesi ha rendit un mutant amb una activitat molt baixa [Zhang, Y. et al, 1999] o
completament nul-la [Garinot-Schneider, C., et al, 2000]. D’altra banda, moltes glicosiltransferases amb un
mecanisme d'inversid de configuracié requereixen un cati6 divalent, ja sigui Mn2* o Mg?*, per a la seva activitat.
Aquest és coordinat per 'anomenat motiu DXD i facilita la sortida del nucleosid difosfatat mitjangant I'estabilitzacié
de la carrega negativa que es desenvolupa al llarg de I'eliminacié del grup sortint [Lairson, L. L., et al, 2008].
Evidentment existeixen excepcions a aquest requeriment, com ara les sialiltrasferases independents d'ié metal-lic
[Chiu, C., et al, 2004] i la 3-1,6-GlcNAc transferasa C2GnT-L [Pak, J. E., et al, 2006] les quals utilitzen grups hidroxil

de residus de tirosina 0 aminoacids basics per tal d’estabilitzar electrostaticament els grups fosfat sortints.
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Figura 1.12. Mecanisme proposat per a les glicosiltransferases que actuen amb retencié de configuracio.
Esquema extret de Lairson, L. L., et al, 2008.

Pel que fa a les glicosiltransferases que actuen amb retencié de configuracié en el carboni anoméric del sucre que
transfereixen, s'ha proposat per analogia amb les glicosidases un mecanisme de doble desplagament [Saxena, I. M.
et al, 1995; Zechel, D.L. and Withers, S.G., 2000], en el qual es forma un intermedi covalent glicosil-enzim. Aquesta
proposta requereix I'existéncia d’un residu posicionat de forma adequada en el centre actiu de la glicosiltransferasa,

per tal que pugui actuar com a nucledfil en la formacié de I'esmentat intermedi, tal com es pot veure a la Figura 1.12.
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També necessita un catié divalent o un residu carregat positivament per prendre el paper d'acid de Lewis i un
catalitzador de caracter basic per tal d’activar el grup hidroxil de 'acceptor de cara a I'atac nucledfil, aquest ultim rol

jugat probablement pel propi grup sortint difosfat.

En el nostre grup es publica I'any 2006 un treball els resultats del qual donaven suport al mecanisme de doble
desplagament [Monegal, A. and Planas, A., 2006]. En aquest estudi es realitza el rescat quimic d’un mutant inactiu
de l'o-(1—>3)-glicosiltransferasa bovina, enzim encarregat de la sintesi de I'epitop o-Gal clau en I'éxit dels
xenotransplants. A 'esmentat enzim se li muta el residu proposat com a nucledfil en la reaccié de catalisi, el Glu317
per una Ala, i es confirma la seva inactivitat. En realitzar la reaccié en preséncia d’un nucledfil exogen com l'azida i
suficientment petit com per col-locar-se en la cavitat deixada per I'eliminacié del Glu, I'activitat de I'enzim es
recupera. L’aillament de (3-D-galactosilazida com a producte de la reaccié concordaria amb el mecanisme de doble
desplagament, ja que I'azida hauria actuat de nucledfil i 'esmentat producte seria equivalent a l'intermedi glicosil-

enzim.

Fins molt recentment aquesta era una de les poques evidéncies experimentals que recolzaven el mecanisme de
doble desplagament, ja que en algunes de les estructures cristal-lografiques de glicosiltransferases amb retencié de
configuracié disponibles, com ara la de la LgtC de Neisseria meningitidis [Persson, K., et al, 2001], no poden
identificar-se a partir del seu posicionament tridimensional els dos residus catalitics necessaris segons el
mecanisme. A més, el fet que tots els intents de captura de I'intermedi glicosil-enzim no haguessin donat fruits va fer
que 'any 2001 es proposés un mecanisme de catalisi alternatiu per a les glicosiltransferases que actuen amb

retencié de configuracio, 'anomenat mecanisme Sii [Persson, K., et al, 2001] o mecanisme de retorn intern.

Quimicament el mecanisme Shi és poc probable donat que en el procés el nucledfil ataca per la mateixa cara per la

qual té lloc la marxa del grup sortint i el conjunt s’estabilitza gracies a la formaci6 d’un parell ionic (Figura 1.13).
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Figura 1.13. Mecanisme alternatiu Sni per a glicosiltransferases amb retencié de
configuracié. Esquema extret de Davies, G. J., 2001.

Ara bé, si la reacci6 de transglicosilacio ocorre mitjangant un mecanisme Sii, no es forma mai un intermedi glicosil-
enzim, fet que justificaria l'impossibilitat de la seva deteccid. Podria dir-se que la comunitat cientifica ha donat certa
rellevancia a aquest mecanisme degut basicament a la manca d'evidéncies experimentals que donin suport a la

hipotesi més realista estéricament i entropica del mecanisme de doble desplagament.
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Tanmateix, a finals del 2010 ha aparegut un treball basat en les glicosiltransferases que sintetitzen els antigens Ai B
que determinen els grups sanguinis, GTA i GTB, en el qual s’ha aconseguit la deteccié de I'intermedi glicosil-enzim
mitjangant espectrometria de masses [Soya, N. et al, 2010]. En aquest treball s’han obtingut mutants d’'ambdés
enzims en els quals el possible Glu nucleofil s'ha substituit per una Cys i sha demostrat que els sucres dels
donadors romanen units a la proteina en abséncia d'un acceptor, perd que quan s'addiciona aquest al medi, el

conjunt evoluciona cap al producte esperat, indicant la competéncia catalitica de I'intermedi.

En l'analisi de les implicacions que genera aquest resultat cal considerar que totes les glicosiltransferases per les
quals es presenten clares evidéncies d’'un mecanisme de doble desplagament (aGalT, GTA i GTB) formen part de la
mateixa familia de glicosiltransferases, la GT6. Per tant i com a minim en aquesta familia, existeix un residu
correctament orientat en l'estructura per actuar com a nucledfil. En altres families on els seus membres també
realitzen la transglicosilacié amb retencié de configuracié en les quals no s’ha pogut detectat I'esmentat residu,
podria ocorre un canvi conformacional en el moment de la unidé del substrat donador en el centre actiu que
posicionés correctament els residus per a un mecanisme de doble desplagament o bé podria donar-se en aquestes

un mecanisme alternatiu de tipus Sni [Soya, N. et al, 2010].

Per tant, tot i els Ultims avangos en l'elucidacié del mecanisme d’accié de les glicosiltransferases amb retenci6 de
configuracio, encara son necessaris més resultats que impliquin enzims d'altres families que aportin llum a aquesta

questié clau per a la glicobiologia.

1.5.3 Classificacio

Les glicosidases, enzims encarregats de la hidrdlisi d’enllagos glicosidics i, per tant, oposats en funcié a les
glicosiltransferases son enzims modulars, és a dir, presenten una organitzacié en dominis, els quals poden realitzar
funcions diferents dins de la reaccié d'hidrolisi. L'estudi d'aquests enzims es troba més avangat que el de les
glicosiltransferases i el coneixement de moltes de les seves particularitats ha fet possible la creacié d’una

classificacié que organitza les glicosidases en diferents families.

Per analogia a aquestes Ultimes es va crear una classificacié que agrupa les glicosiltransferases conegudes en
families, si bé aquesta es basa Unicament en les similituds en la seqliéncia d’aminoacids de la proteina existents
entre elles [Cambell, J. A., et &', 1997]. L'esmentada classificacid és d'accés lliure (www.cazy.org) i plenament
dinamica, ja que s’actualitza continuament amb noves families i reorganitzacié de les ja existents a partir de noves

dades generades per la comunitat cientifica.

De totes les estructures cristal-lografiques determinades fins al moment, Unicament s’han observat dos tipus de
plegament diferents per a les families de glicosiltransferases: el plegament GT-A i el plegament GT-B, representats
ambdds per dues proteines model a la Figura 1.14. A més, per a les families sense cap representant amb
l'estructura tridimensional determinada, s’han predit els mateixos i Unics tipus de plegament, fet que implica

I'evolucié de totes les glicosiltransferases a partir d'un nombre petit de seqliéncies progenitores.
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SpsA de Baciflus Subtilis p-glucosiltransferasa del bacteriofag T4

Figura 1.14. Plegaments existents dins de les glicosiltransferases. Estructures extretes de Lairson, L. L.,
et al, 2008.

Com es pot visualitzar a la Figura 1.14, el plegament de tipus GT-A consisteix en una fulla plegada beta forga oberta
envoltada per hélix o per les dues bandes, el qual provindria de la fusié de dos dominis de tipus Rossmann, tipics
de proteines que uneixen nucleotids i que consisteixen en un domini on s'alternen hélix o i fulles plegades beta
(BloB). Pel que fa al plegament de tipus GT-B, aquest es descriu com a dos dominis tipus Rossmann, molt més
relaxats que en el cas del plegament GT-A, i que, segons la seva ubicaci6 un davant de I'altre, generen una butxaca

interior on es troba el centre actiu.

En els ultims anys i en base a recerques realitzades sobre seqiiéncies amb programes com BLAST, s’ha proposat
un tercer tipus de plegament anomenat GT-C [Liu, J. i Mushegian, A., 2003]. Aquest estaria format per families de
proteines hidrofobiques integrals de membrana localitzades al reticle endoplasmatic o a la membrana plasmatica i
posseidores d'entre 8 i 13 hélix transmembrana, amb un centre actiu situat en una regi6 consistent en un llarg loop.
Ara bé, la primera estructura cristal-lografica d'un membre d’aquest tipus de plegament, el domini C-terminal soluble
de la oligosacariltransferasa STT3 de Pyrococcus furiosius [Igura, M., et al, 2008], rebaixa la importancia del
plegament GT-C, ja que revela que la zona de la proteina usada per a la seva classificacié no inclou el domini
catalitic sind unicament regions transmembrana. Aquest fet posa de manifest que totes les proteines a les quals
se'ls adjudica el plegament GT-C podrien estar relacionades unicament a través de les esmentades hélix

transmembrana i no pels seus dominis catalitics.

Com s’ha comentat en el punt anterior, les glicosiltransferases actuen segons dos mecanismes de transferéncia de
sucre diferents: inversié i retencié de configuracié. Tots els membres d’una familia de glicosiltransferases presenten
el mateix mecanisme catalitic, perd no passa el mateix amb el tipus de plegament, ja que és possible trobar families
amb mecanismes diferents i un plegament equivalent. Aquest fet ha propiciat I'establiment de clans, els quals
engloben totes les families que posseeixen el mateix tipus de plegament i la mateixa activitat, tal com es presenta a

la Figura 1.15.
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Figura 1.15. Classificacio de les glicosiltransferases. Les families marcades amb
vermell tenen membres amb estructures cristallografiques resoltes; aquelles en negre
s’han classificat segons prediccions realitzades amb eines bioinformatiques; les families
anomenades orfes no tenen prediccié bioinformatica d'estructura. Esquema extret de
Lairson, L. L., et al, 2008.

1.5.31 GT-MG517, membre de la familia GT2

La glicosiltransferasa en estudi en la present tesi es troba classificada a la familia de glicosiltransferases GT2, tal

com es comenta més endavant en diferents punts del treball.

Aquesta familia és la que t¢ un nombre més elevat de seqliéncies (proximes a 23000 a finals de 2010) i més
diversitat pel que fa a les activitats descrites fins al moment. Entre aquestes es troben I'activitat cel-lulosa sintasa,
quitina sintasa, dolicol-fosfat [-D-manosiltransferasa, dolicol-fosfat B-glucosiltransferasa,
N-acetilglucosaminiltransferasa, N-acetilgalactosaminiltransferasa, hialuran sintasa, quitina oligosacarid sintasa,
B-1,3-glucan sintasa, 3-1,4-manan sintasa, 3-manosilfosfodecaprenoilmanooligosacarid o-1,6-manosiltransferasa i

a-1,3-L-ramnosiltransferasa.

Pel que fa al seu plegament, la familia GT2 es classifica dins del grup GT-A, tot i que disposa Unicament de tres
membres amb ['estructura cristal-lografica determinada. Per aquells enzims pels quals s’ha estudiat la seva activitat,
s’ha descrit un mecanisme que inverteix la configuracié del sucre que és transferit, procediment que s’espera per

totes les glicosiltransferases de la familia i que s’ha corroborat per a GT-MG517 [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].

La familia GT2 es considera, juntament amb GT4, una de les més antigues, a partir de les quals podrien haver
evolucionat la resta de glicosiltransferases, ja que son les dues Uniques families que tenen entre els seus membres

enzims d’Archaea.
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1.6  Motivacio del treball

Considerant tota la informacié exposada en la present Infroduccid existeixen diversos motius que justifiquen un
treball sobre una glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium. El primer d’ells i potser el més rellevant és el
relacionat amb la possibilitat d’aprofundir en la recerca d’'una substancia capag d’eliminar les infeccions causades

pel micoplasma, és a dir, I'opcié d’emprar GT-MG517 com a diana terapéutica.

En l'actualitat les infeccions causades per Mycoplasma genitalium es tracten amb antibiotics com I'azitromicina, la
doxicilina, I'eritromicina o la levofloxacina. Ara bé, en molts casos es documenta l'incapacitat de I'antibidtic per
obtenir una eradicacié total de la infecci6 i es fa necessari el subministrament d'un segon antibiotic al pacient
[Bradshaw C. S., et al, 2006].

La hipdtesi plantejada en el nostre grup passa per a un coneixement més profund de I'activitat de GT-MG517 i de la
seva regulacié en la membrana del microorganisme amb I'objectiu final de poder dissenyar inhibidors d’aquesta
activitat, I'accio dels quals hauria d'anul-lar o afectar de forma irreversible la colonitzacié de les cél-lules d’un hoste
per part de Mycoplasma genitalium. L'éxit de substancies inhibidores de GT-MG517 podria estendre’s a altres

glicosiltransferases d’accié similar en altres micoplasmes, tot ampliant el seu espectre d'utilitzacio.

Ara bé, si bé la hipotesi de la diana terapéutica és la base de I'enfoc de la present tesi, cal no oblidar que es tracta
precisament d’una hipotesi i per tant, al llarg del desenvolupament del treball han aparegut altres motivacions i altres
preguntes per contestar. Per qué GT-MG517 genera un disacarid amb un enllag glicosidic 3(1—6), més semblant a
les glicosiltransferases de bacteris com Staphylococcus o Bacillus que no pas al seu tedricament parent més proxim
Acholeplasma laidlawii? Com es discuteix en el capitol 5, les glicosiltransferases bacterianes sén sequencials,
mentre que en A. laidlawii existeixen dos enzims que produeixen respectivament el monoglicosil i el diglicosil
diacilglicerol. Podria ser que al llarg de la seva evoluci6 reductiva i en perdre la seva paret cellular d’organisme
gram-positiu, Mycoplasma genitalium hagués mantingut I'activitat enzimatica del que era el primer pas de la sintesi
dels seus acids lipoteicoics? Un fet aixi probablement implicaria que Acholeplasma no fos un parent tant proxim a
Mycoplasma genitalium, de forma que potser caldria plantejar-se quin és el paper real dels glicolipids en les

membranes del patogen.

Un segon motiu per a I'estudi de GT-MG517 té un caracter menys aplicat, pero és igualment important, ja que per al
disseny d’'un bon inhibidor és necessari entendre totalment el funcionament de I'enzim del qual se’n pretén bloquejar
I'activitat. Es tracta de l'aillament de la proteina i la seva caracteritzacio cinética, la qual també aportaria informaci6
per a una millor comprensi6 de les glicosiltransferases en general i per a les de la familia GT2 en particular, de la
qual se’n posseeix poc coneixement si es considera el nombre de seqiiencies que en formen part. L'esmentada
caracteritzacio cinética pot ajudar a comprendre com un enzim pot actuar de forma seqlencial tenint un primer
substrat acceptor de caracter hidrofobic, el DAG, i un segon substrat de caracter molt més hidrofilic, el MGIcDG, tret

compartit de nou per Mycoplasma genitalium i bacteris gram positiu.

Per ltim, ja s’ha comentat I'interés creixent en els mercats pels biosurfactants. Un bon coneixement de I'activitat de

GT-MG517 i un bon protocol per a la seva expressié recombinant i posterior aillament permetria pensar en algun
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tipus de bioreactor amb I'enzim purificat i ancorat en una matriu per tal de poder realitzar la sintesi en fase solida

dels seus glicolipids, productes d'alt valor afegit per a la industria.

Tot 'esmentat en els paragrafs previs fa referéncia a I'estudi de GT-MG517. Ara bé, i com ja s’ha comentat en el
punt 1.2 d'aquesta Introduccié, el genoma de Mycoplasma genitalium conté dos altres gens anotats com a possibles
glicosiltransferases, mg025 i mg060. Tot i que la seva funcié és encara desconeguda, la seva sequéncia els
relaciona amb enzims que actuen sobre sucres. Si 'objectiu del present treball és aportar llum sobre la sintesi de
glicolipids en les membranes de Mycoplasma genitalium, no es pot ignorar el paper que podria correspondre a
aquests altres dos gens, potser codificant proteines encarregades de la modificaci6 dels glicolipids produits per
GT-MG517 per tal de regular de forma més precisa la seva funcié en les membranes. Per tant, és necessari posseir
més informacié sobre si es tracta de gens essencials per al microorganisme o sobre en quins estadis del seu

creixement es transcriuen, com a pas previ de cara a establir quina és la seva funcié.

1.6.1 Objectius de la tesi

A partir de les motivacions presentades en I'apartat anterior, s'estableixen com a objectius de la present tesi els
seglents punts:
e Estudi de I'essencialitat dels gens que es troben anotats com a possibles glicosiltransferases en el
genoma de Mycoplasma genitalium. En aquest punt s’hi inclou tant GT-MG517 com els gens mg025 i
mg060 (Capitol 2).
e Estudi de la transcripcié d’aquests mateixos gens durant el cultiu de Mycoplasma genitalium in vitro
(Capitol 3).
e Millora de I'expressi6 i purificacié de GT-MG517 per tal d’obtenir suficient proteina per a la seva
caracteritzacio cinética i amb una qualitat prou bona com per a intentar la seva cristal-litzaci6 (Capitol 4).
e Estudi cinétic de les dues reaccions de transglicosilaci6 que I'enzim catalitza per tal d’obtenir els
parametres cinetics de l'activitat monoglicosildialcilglicerol sintasa i de la diglicosildiacilglicerol sintasa
(Capitol 5)
e Estudi de la influéncia de la zona C-terminal de I'enzim en la seva interaccio a la membrana i en l'activitat
glicosiltransferasa, ja que es coneix que la proteina es troba associada a la membrana plasmatica de

Mycoplasma genitalium [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007] (Capitol 6).
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2  Estudi de I'essencialitat de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium

2.1 Introduccié

Mycoplasma genitalium va aillar-se per primera vegada I'any 1981 de la uretra d’'un pacient afectat per uretritis no
gonocdccica [Tully, J. G., et al, 1981]. El seu reduit genoma, només 580 kb, va propiciar que fos un dels primers
organismes en ser sequenciat completament, en concret I'any 1995 [Fraser, C. M., et al, 1995]. Les seves
aproximades 480 regions codificadores de proteines, si bé son suficients per permetre al micoplasma el seu
desenvolupament parasitari i la colonitzacio de les cél-lules de I'hoste, es troben mancades dels enzims necessaris
per a la sintesi d'aminoacids, sintesi de cofactors, sintesi d'acids grassos i sintesi dels precursors dels acids nucleics
[Razin, S., et al, 1998].

Com es pot veure en el grafic de la Figura 2.1, la majoria de les proteines codificades en el genoma de Mycoplasma
genitalium tenen funcions relacionades amb la sintesi i el processament d'altres proteines. Aixd indica que dins del
procés de reduccié genomica sofert pel microorganisme al llarg de la seva evolucid i que segurament és el
responsable de la seva obligada vida parasitaria [Fadiel, A., et al, 2007], s’ha conservat basicament la maquinaria

cel-lular relacionada amb la sintesi, degradacio i transport de proteines, juntament amb tot el metabolisme de 'ADN.

Funcio predita per als gens de Mycoplasma genitalium

18,9

20,0

Percentatge (%)

O Biosintesi de cofactors W Purines, pirimidines, nucledsids i nucleotids I Metabolisme central intermediari
O Metabolisme d'acids grassos i fosfolipids B Processos cel-lulars O Processament de proteines

B Transcripcio O Sintesi proteica B Metebolisme energétic

[ Embolcall cellular O Metabolisme d'ADN O Transport i unié de proteines

W Funcions de regulacio B Proteines hipotétiques M Funcio desconeguda

Figura 2.1. Funci6 descrita per als gens de Mycoplasma genitalium. La classificacié s’ha realitzat a partir de la informacié
que apareix a la web del J. Craig Venter Institute, antic Institut per a la Recerca Genomica (TIRG), responsable de la
sequenciacio del genoma del microorganisme I'any 1995. Dades obtingudes el Gener de 2010.

No obstant ser I'organisme viu amb capacitat d’autoreplicacié més petit que es coneix fins al moment i que es
considera que posseeix un genoma altament aprofitat, el grafic anterior demostra que encara constitueix un repte
per a la comunitat cientifica, ja que posseeix gairebé un 25 % de proteines sense funcié coneguda. A més, dins
d’'aquelles classificades en algun dels grups anteriors, un elevat percentatge no posseeix una funcié demostrada
experimentalment i es troba anotada Unicament a partir de la similitud de la seva sequéncia amb altres proteines

conegudes.
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211 Gens essencials dins del genoma de Mycoplasma genitalium

La mida del seu genoma ha propiciat la inclusié de Mycoplasma genitalium en molts dels estudis realitzats amb

I'objectiu d’establir el nombre minim de gens necessaris per a la vida.

En aquesta definici6 cal precisar que I'existéncia d’'un conjunt minim de gens és quelcom abstracte, ja que a la
natura una céllula minima requeriria un entorn ideal, sense cap tipus de pressio selectiva i aixo és evident que no
es produeix. En base a aquesta premissa, qualsevol genoma pot dividir-se en dos tipus de gens: aquells que
proporcionen funcions cel-lulars basiques necessaries en qualsevol entorn imaginable i aquells que otorguen a
I'organisme avantatges especifics relacionats directament amb el ninxol que ocupa. Per tant, la definicié d'un conjunt
minim de gens no té sentit si no va acompanyada de la descripci6é de I'entorn o medi de cultiu en el qual ha estat

realitzada.

La primera aproximacié teorica per tal de definir el conjunt minim de gens necessari per a la vida va realitzar-se I'any
1996 [Mushegian, A. R. i Koonin, E. V., 1996]. En aquell moment van comparar-se els dos (nics genomes complets
de qué es disposava, el del Mycoplasma genitalium i el del bacteri Haemophilus influenzae, el qual s’havia
aconseguit també I'any 1995 [Fleischmann, R. D., et al, 1995]. Aquests organismes havien evolucionat de forma
divergent a partir d'un avantpassat comu feia 1500 milions d’anys. Mushegian i Koonin proposaren que els gens que
s’haguessin mantingut en ambdés genomes després d’un periode d'evolucié tan llarg podien considerar-se com a

essencials. A partir d'aquest raonament, es va definir un conjunt minim format per 250 gens.

El problema de 'analisi computacional de genomes amb finalitats comparatives és que té tendéncia a subestimar el
nombre de gens essencials, ja que no t¢ en compte aquells gens que al llarg del procés evolutiu han sofert
mutacions amb molta freqiiéncia i, per tant, no sén detectats com a gens ortolegs tot i que codifiquen proteines amb

la mateixa funci6 [Kobayashi, K., et al, 2003].

Una aproximacié més experimental a la determinaci6 del conjunt minim de gens necessari per a la vida a partir del
genoma de Mycoplasma genitalium ha estat la desenvolupada pel grup de J. Craig Venter a partir de la mutagénesi
global del genoma mitjangant transposons [Hutchison Ill, C. A., et al, 1999; Glass, J. I., et al, 2006]. Aquests
s'insereixen a l'atzar en la seqliéncia de nucledtids i poden provocar la no transcripcié d’'un gen en funci6 de la
posicié de la inserci6 en la seqiiéncia. Les cél-lules viables després d'una mutagénesi per transposons se suposa
que no contenen cap gen essencial afectat i, per tant, I'analisi del seu genoma proporciona informacié d’aquells que
son prescindibles. D’aquesta forma, I'estudi de I'any 1999 identifica entre 180 i 215 gens essencials en Mycoplasma

genitalium, tot i que aquest nombre s'incrementa fins als 382 en la revisié de I'experiment realitzada I'any 2006.

Igual com ocorre amb I'analisi computacional, la mutagénesi per transposons pot generar resultats erronis; en
aquest cas, pero, sobreestimant el nombre de gens essencials, ja que una inserci pot generar un creixement tan
lent de I'organisme, que es pot confondre amb I'abolici6 total del seu desenvolupament [Kobayashi, K., et al, 2003].
A més, és important assegurar I'analisi de colonies aillades, ja que una poblacié que provingui de diferents clons pot
propiciar el subministrament creuat de metabolits essencials que un d’ells no pugui produir i els altres si i, d'aquesta

forma, emmascarar possibles funcions vitals per a I'organisme. Aquest fet és el que explica l'increment de gens
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essencials en Mycoplasma genitalium entre l'estudi realitzat I'any 1999 i el de 2006, en el qual es tingué en compte

aquesta Ultima consideracio.

En un intent de superar les mancances de la mutagénesi per transposons com a eina per a la determinacié del
conjunt minim de gens necessaris per a un organisme, s’han desenvolupat altres técniques, algunes basades en la
mateixa mutagénesi per transposons perd amb algunes modificacions i altres completament diferents. Aixi, per
exemple, s’han determinat els gens essencials en Haemophilus influenzal mitjangant una mutagénesi per
transposons realitzada in vitro i analitzada per PCR i Southern blott [Reich, K., et al, 1999] o els de Mycobacterium
bovis, un microorganisme relacionat amb la tuberculosi, emprant també mutagénesi per transposons, pero
combinant-la amb tecnologia d’hibridacié amb microarrays [Sassetti, C., et al, 2001]. Aquest mateix metode s’ha
utilitzat per a la deteccié dels gens essencials d’'Heliobacter pylori, un patogen gastric huma [Salama, N., et al,
2004]. Finalment, els gens essencials per a Staphylococcus aureus s'han establert mitjangant un métode en el qual

s'utilitza ARN complementari a un mARN per inhibir la corresponent expressié génica [Forsyth, R., et al, 2002].

Inicialment existien dos transposons que podien ser emprats en micoplasmes, el Tn4001 aillat d’Staphylococcus
aureus [Lyon, B. R, et al, 1984] i el Tn916, aillat d'Enterococcus faecalis [Franke, A. E. i Clewel, D. B., 1981],
ambdds bacteris gram-positiu. Si bé Tn4001 fou usat amb exit en diversos micoplasmes, com Mycoplasma
pneumoniae [Hedreyda, C. T., et al, 1993], Mycoplasma gallisepticum [Cao, J., et al, 1994] o el propi Mycoplasma
genitalium [Reddy, S. P., et al, 1996; Glass, J., et al, 2006] i per la seva mida pot considerar-se un vector de clonaci6
de rutina en un laboratori, presenta problemes d’inestabilitat i dinamisme un cop ha tingut lloc la transposicio, fet que
sovint provoca problemes d’interpretacié dels resultats obtinguts [Pich, O. Q., et al, 2006a]. Amb l'objectiu de
solucionar aquest inconvenient, es construi un minitransposé basat en el Tn4001, el qual es prova amb éxit en

Mycoplasma gallisepticum [Pour-El, I., et al, 2002].

En eliminar un gen a partir de recombinacié homoéloga amb un transposé, aquesta accié pot incloure un marcador de
seleccio per tal de poder identificar aquells clons que han patit la modificacié desitjada. El marcador més habitual en
estudis sobre Mycoplasma genitalium és el gen aac(6’)-aph(2”), el qual confereix resisténcia a aminoglicosids com la
gentamicina i la kanamicina. Ara bé, en el grup de Biologia Molecular de I'Institut de Biotecnologia i Biomedicina
(IBB) de la Universitat Autdnoma de Barcelona s’ha desenvolupat un nou marcador de seleccié basat en el gen tetM,
el qual proporciona resisténcia a tetraciclina i que, combinat amb el minitransposé derivat de Tn4001, permet
I'obtencié d'un nombre molt més elevat de transformants que quan s’empra el marcador que confereix resisténcia a
gentamicina, a més de reduir considerablement el temps necessari per a la seva visualitzacié en una placa de cultiu
[Pich, O. Q., et al, 2006a]. L'esmentat marcador consisteix en la fusio entre el promotor d'un gen de Mycoplasma
genitalium, mg438, i el gen de resisténcia a la tetraciclina tetM, 'expressio del qual queda sota el control del

promotor.

Fent Us de 'esmentat mini-transposo, el qual rep el nom de MTnTetM438, el grup de I'IBB ha identificat com a
essencials gens considerats prescindibles en I'estudi realitzat per Hutchinson Ill I'any 1999 [Pich, O. Q., et al,
2006a], si bé aquests resultats van ser rectificats en I'estudi millorat del grup de J. Craig Venter 'any 2006. També
han identificat gens de Mycoplasma genitalium implicats en la motilitat del microorganisme [Pich, O. Q., et al, 2006b;

Burgos, R., et al, 2008] o en la seva capacitat d’adhesié a altres cel-lules [Pich, O. Q., et al, 2008].
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21.2  Obtenci6 de knock-outs de Mycoplasma genitalium mitjangant recombinacié homologa

Totes les técniques esmentades fins ara impliquen mutacions a I'atzar en 'ADN genomic. Ara bé, també és possible
generar clons d’'un organisme en els quals s’hagi eliminat un unic gen per tal d’estudiar les implicacions que té

I'absencia del seu producte de transcripcio en la seva viabilitat, morfologia, creixement i metabolisme.

Per a aquesta funci6 no s'utilitzen els transposons, ja que aquests s'insereixen a I'atzar en el genoma, sin6 que es
provoca una insercié dirigida a un punt concret, el gen a eliminar, mitiangant la recombinacié homoéloga de les seves
sequencies adjacents amb les d’un plasmidi que també les conté, tal com es descriu esquematicament en la Figura

2.2. Les esmentades seqliencies s'anomenen bracos de recombinacié i el seu disseny és essencial per a I'exit del

procediment.

Bragos de recombinacio
hm hm
Plasmidi e marker e
“. .:’
Gen '
{\ objectiu /|
Genoma de o ",
Mycoplasma | -
genitalium "ty o
I'”IllllllllvllIIIIIIIIII\‘“‘““
marker
Clon que \\\\\\\“’ ."”"/,
incorpora la & %
mutacié Z §
Knock-out “m, o
Ill“”"lmlmunnlluu\l\““‘\“
Figura 2.2. Recombinaci6 homologa en el genoma de
Mycoplasma genitalium.

Com es pot veure en la Figura anterior, I'analisi de mutants defectius d'un gen en particular, és a dir, knock-outs,
obtinguts per recombinacié homologa és possible perqué en I'esmentat procés se substitueix el gen en estudi per un

marcador de seleccio, el qual proporciona resisténcia a un antibidtic concret Ginicament als clons que I'incorporen.

En el grup de Biologia Molecular de I''BB s’ha emprat el marcador de seleccié que inclou el promotor del gen mg438
i el gen de resisténcia a la tetraciclina tefM, comentat anteriorment, en clons defectius per a diversos gens. En
concret, s’ha estudiat en profunditat la funcié de MG312 com a proteina relacionada amb la motilitat de Mycoplasma
genitalium [Burgos, R., et al, 2007] i la de MG191 i MG192 com a proteines relacionades amb la seva capacitat de

citadheréncia [Burgos, R., et al, 2006], ambdds factors d’elevada importancia en la patogenicitat del microorganisme.
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21.3  Gens mg025, mg060 i mg517: possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium

El genoma de Mycoplasma genitalium conté Unicament tres gens anotats com a glicosiltransferases, els quals sén
respectivament mg025, mg060 i mg517. D’aquests tres, només es coneix la funcié de mg517, la qual s’ha establert
al laboratori en un treball anterior a la present tesi [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007], com ja s’ha explicat en la
Introduccid. Tanmateix, per als altres dos gens es desconeix totalment la seva funcio, la qual podria tenir relacio

amb la sintesi de glicolipids, tot complementant I'activitat de GT-MG517, o ser categoricament diferent.

Pel que fa a la seva essencialitat, en cap dels estudis realitzats per grup de J. Craig Venter es detecten insercions
en els gens mg060 i mg517, considerant-los per tant imprescindibles per al creixement del bacteri. El cas de mg025
és diferent, ja que en I'estudi de 1999 s’estableix com a no essencial, mentre en la revisié de 2006 no es repeteix el
resultat, sind que s'inclou el gen dins del conjunt de gens essencials, ja que no s'ailla cap clon amb una insercié en

la seva posicié.

Ja que el primer pas per a I'establiment de la funcié de mg025 i mg060 és conéixer si aquesta és essencial per al
desenvolupament de Mycoplasma genitalium, es decideix obtenir els seus corresponents knock-outs a partir de
recombinacié homologa, seguint la metodologia desenvolupada i provada amb éxit pel grup de Biologia Molecular de
I'IBB. El mateix procediment es realitza també per a mg517, tot i que la funcié de GT-MG517 es preveu com a
totalment essencial per al micoplasma, ja que els glicolipids que sintetitza I'enzim tenen un paper fonamental en les

propietats fisiques de la seva membrana, tal com s’ha comentat anteriorment.

2.2 Disseny i construccio dels plasmidis suicides que permetin generar els knock-outs dels gens
mg025, mg060i mg517 de M. genitalium

El procediment a partir del qual s'obtenen els knock-outs per als tres gens de Mycoplasma genitalium en estudi

inclou basicament tres etapes.

Inicialment és necessari I'estudi de I'entorn gendmic de cada gen, per tal d'establir la possibilitat que es tracti de
linici d’'un operd i, per tant, la seva disrupcié comporti afectacions sobre I'expressié dels altres gens, o simplement
que contingui en la seva seqléncia elements de regulacié de I'expressié, com promotors o terminadors, dels gens
situats abans o després en el genoma. Un cop establerta la zona que s’eliminara del gen en estudi i la longitud dels
fragments que s’'usaran per a la recombinacié homologa, cal construir el plasmidi suicida que s'empra per a introduir
les seqiencies recombinants i el marcador de selecci6 dins la cél-lula del micoplasma, mitjangant transformacio
d’'aquesta. Finalment cal avaluar els resultats a partir de I'analisi de 'ADN genomic dels clons obtinguts després de
I'esmentada transformacio. En cas que hagi tingut lloc la recombinacié homologa i el mutant aillat sigui defectiu en el
gen desitjat, aquest fet ja denota la no essencialitat d'aquest. Tanmateix és possible que el mutant no s’hagi generat
per recombinacié homologa doble, siné que aquesta hagi estat simple, Unicament per un dels dos bragos de
recombinacid. Aquesta possibilitat pot implicar que el clon aillat continui tenint el gen que es pretenia eliminar, motiu

pel qual és necessari un analisi per Southern blott que faciliti una visié clara dels resultats generats en I'experiment.
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221 Estudi de I'entorn dels gens mg025, mg060 i mg517
22141 Gen mg025
Ala Figura 2.3 es mostra una ampliaci6 de la zona del genoma de Mycoplasma genitalium proxima a mg025. En ella

s’enumeren els gens que es troben al voltant de mg025, juntament amb una descripcié de les funcions que se’ls hi

assignen a partir de la similitud de la seva seqiéncia amb altres de gens de funcié coneguda.

Ampliacié de la zona del genoma de Mycoplasma genitalium on es troba mg025
22737 ni 35,480 ni

pip fha MG_024 L0 upp polc-1

dnaJ mels Moz

Entorn de mg025

MG024: anotada com a possible proteina d'unid de GTP (27346-28449)
MG026: anotada com a glicosiltransferasa de la familia 2 (28652-29548)
MG026: anotada com a factor d'elongacio P (29552-30124)

MGO027: anotada com a proteina de finalfantifinal de transcripcid (30093-30548)
MG028: anotada com a proteina hipotética (30548-31153)

Figura 2.3. Entorn genomic de mg025.

Tal com s’estructuren els gens al voltant de mg025, aquest gen podria tractar-se de l'inici d'un operd, ja que el final
del gen mg024 es troba a unes 200 bases del seu codé d'inici i tots els gens que segueixen fins a mg028 es troben
en el mateix sentit dins de la seqiiéncia i amb molt poques bases que els separen entre ells. En concret, l'inici de
mg026 es localitza unicament a 3 bases del cod6 de parada de mg025, mg027 comenca a 30 bases del final de

mg026 i per acabar, mg028 té el cod6 d'inici immediatament després del final de mg027.

Si bé les proteines per les quals codifiquen els membres de I'hipotétic operd no estarien relacionades pel que fa a la
seva funcio, la manca de sistemes de regulacié de la transcripcidé en Mycoplasma genitalium provoca que aquest fet
no sigui estrany, tal com s’ha descrit per al clister ftsZ relacionat amb la divisié cel-lular conservat tant en

Mycoplasma genitalium com en Mycoplasma pneumoniae [Benders, G. A., et al, 2005].

Aixi doncs, si bé en el disseny del knock-out es podria pensar en I'eliminacié completa del gen mg025 pel seu
extrem 9, ja que tots els elements de regulacié de la transcripcié es trobarien a I'exterior del gen, entre les bases
que el separen de mg024, es decideix conservar 40 bases del seu inici per motius relacionats amb el disseny dels
encebadors, els quals es comentaran a continuacié. Pel que fa a l'extrem 3’ de mg025, el knock-out es dissenya de
manera que se'n conserven 100 bases. En conseqiencia, al mutant defectiu en mg025 resultant del procés se li
haura eliminat un 84 % de la seqiéncia codificant de I'esmentat gen, en cas que sigui viable i pugui aillar-se, fet que
assegura que no expressara MG025. Cal notar que dins d’aquest percentatge s'inclou el domini d’uni6 per nucledtid
que presenta la proteina i que la classifica com a glicosiltransferasa de la familia GT2 del CAZy, domini que es

descriu com I'hipotétic centre actiu de I'enzim.
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A la Figura 2.4 es presenta esquematicament la localitzaci6 dins de la seqiiéncia de I'entorn de mg025 dels bragos
de recombinacié dissenyats, ambdos d’aproximadament 1000 bases.

MG 026
mg025RA-5' mg025LA-3'
MG 024 MG 025 MG 027 MG 028

I

Figura 2.4. Bragos de recombinacié dissenyats per a mg025. La seqliéncia corresponent als bragos es marca
amb els requadres de color lila. El brag situat a 5’ del gen és el brag dret de recombinacié o right arm (RA), mentre
que el brag situat a 3’ del gen és el brag esquerre de recombinacié o left arm (LA).

40 bp 100 bp

221.2  Gen mg060

En el cas de mg060, la seva posicié en el genoma fa impossible que es tracti de l'inici d'un operd, ja que tant el gen
que el precedeix com el seglient es troben orientats de forma oposada a ell, tal com pot observar-se en la Figura
2.5. No obstant, no és recomanable I'eliminacié completa de I'extrem 5 del gen, ja que probablement inclogui
elements de regulaci6 de I'expressio per als gens mg059, mg058 i seguents, la disposicid dels quals si que fa
pensar en un operd. Cal notar que Unicament existeixen 6 bases entre I'inici dels dos gens, mg059 i mg060. Per
aquest motiu es dissenya un brag de recombinacié que permet conservar 40 bases de mg060 i no modificar, per

exemple, un possible promotor per a mg059 que es trobi en la seva seqtiéncia.

Ampliacié de la zona del genoma de Mycoplasma genitalium on es troba mg060

B1,724 ni 74,457 ni
MG_056 W05 “ —_—
mang 4 <
MG_054
4 MG_057 waeee  MG_0G0 frus

Entorn de mg060

MGO0S9: anotada com a proteina d'unidé Ssrh (67206-67643)
MG060: anotada com a glicosiltransferasa de la familia 2 (67650-68543)
MGO61: anotada com a transportador MFS de micoplasma (68522-70225)

Figura 2.5. Entorn genomic de mg060.

Pel que fa a I'extrem 3’ de mg060, no es creu optima I'eliminaci6 de tota la seqliéncia del gen, ja que en ella podria
trobar-se un terminador per a la parada de la transcripcié de mg061, donat I'existéncia d’Unicament 16 bases entre
ambdds codons de parada. Per tant, en el disseny del bra¢ de recombinacié d'aquest extrem, es conserven 20

bases de mg060, les quals sumades a les que es conserven en el bra¢ de recombinaci6 de I'extrem 5, suposen
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I'eliminaci6 en el knock-out d’'un 93 % de la seqiiencia de la proteina codificada per mg060, valor que assegura que

un mutant defectiu en 'esmentat gen no expressara I'enzim, en cas que sigui viable el seu creixement.

A la Figura 2.6 es presenta un esquema de la localitzacié dels bragos de recombinacié dissenyats per al knock-out

del gen mg060.

MG 059 mgOB0LA-3'
myO060RA 5 MG 060 MG 061

40 bp
20 bp

Figura 2.6. Bragos de recombinacio dissenyats per a mg060. La seqiiéncia corresponent als bragos es marca
amb els requadres de color lila. El brag situat a 5" del gen és el brag dret de recombinacié o right arm (RA), mentre
que el brag situat a 3’ del gen és el brag esquerre de recombinacié o left arm (LA).

2213  Genmg517

Finalment, s'analitza I'entorn del gen mg517 per tal d’establir el disseny més adequat per als bragos de
recombinacié necessaris per a la preparacio del corresponent knock-out. A la Figura 2.7 es presenta una ampliacié

de la zona del genoma de Mycoplasma genitalium on es troba mg517.

Pel que fa al seu extrem 5, cal dir que es troba separat del codd de parada de mg516 per gairebé 60 bases. Es
considera que qualsevol element de regulacié de la transcripcio, ja sigui un terminador per a aquest gen o un
promotor per a mg517, formara part de les esmentades 60 bases, fet que fa possible I'eliminacié completa de
l'extrem 5’ del gen.

Entorn de mg517

MG516: anotada com a proteina hipotética (420053-420274)

MG517: anotada com a glicosiltransferasa de la familia 2 (420333-421358)
MG336: anotada com a aminotransferasa classe V (421467-422693)
MG337: anotada com a proteina hipotética (422697-423113)

_.'"Ampliacié de la zona del genoma de Mycoplasma genitalium on es troba mg517 _
414,483 nt 427,206 ni

cmk e a1e ne_se WG 557

T vals MG_517 nifs

Figura 2.7. Entorn genomic de mg517.
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Entre el codé de parada de mg517 i l'inici del segiient gen, mg336, existeixen quelcom més de 100 bases. Aquesta
distancia implica, d'una banda, que mg517 no forma part d’un hipotetic operé en el qual s’hi inclourien també mg336
i mg337, i de l'altra, que el promotor per a mg336 es troba en aquest espai intergénic. Per tant, en dissenyar el brag
de recombinacié per a 'extrem 3’ de mg517 és possible eliminar la totalitat de la seva seqliéncia. En conseqliéncia,
el knock-out dissenyat per a mg517 elimina la totalitat de la seqliéncia del gen, fet que implica que un possible

mutant no expressaria amb tota seguretat la proteina GT-MG517.

Ala Figura 2.8 es presenta el disseny esquematic dels bragos de recombinacié per a mg517.

MG516 mg517LA-3
mgS17RA-S MG517 MG336

0bp Obp

Figura 2.8. Bragos de recombinacid dissenyats per a mg517. La sequencia corresponent als bragos es marca
amb els requadres de color lila. El brag situat a 5’ del gen és el brag dret de recombinacio6 o right arm (RA), mentre
que el brag situat a 3’ del gen és el brag esquerre de recombinacié o left arm (LA).

Un cop es disposa d’un disseny racionalitzat dels bragos de recombinacié per a I'obtencié dels knock-outs dels tres
gens de Mycoplasma genitalium, és necessaria la seva obtencioé a partir del genoma del microorganisme per PCR i
la seva inclusi6 en un plasmidi que contingui també el marcador de selecci6 per a la tetraciclina i el promotor que
permeti 'expressié del gen contra I'antibidtic. Amb aquest plasmidi es transformaran cél-lules del micoplasma, en les

quals es pretén tingui lloc la recombinacié homologa i I'eliminacié dels gens en estudi.

222  Obtencid dels bragos de recombinaci6 pels gens mg025, mg060 i mg517

Els plasmidis que cal construir per a I'obtenci6 dels knock-outs es troben constituits per quatre parts diferents. Dues
d'elles son comuns en tots els casos: el gen tetM de resisténcia a la tetraciclina i el seu promotor i el fragment de
vector en el qual s'insereixen tots els altres fragments d’ADN, el qual deriva com s’explica més endavant del vector
de clonacié pUC18. Aquelles parts diferents per a cada knock-out sén els bragos de recombinacid, els quals sén

equivalents a les zones prévies i posteriors als gens en estudi, com s’ha vist en I'apartat anterior.
2.2.241 Disseny dels encebadors per a la reaccié de PCR

Cadascun dels esmentats bragos s'obté mitjangant la seva amplificacié per PCR, usant 'ADN genomic de
Mycoplasma genitalium com a motlle de la reaccié. En el procés s’aprofita per a introduir les dianes dels enzims de

restriccié que permetran la posterior lligacio dels bragos amb la resta de fragments per a I'obtencié del plasmidi final.

A la Taula 2.1 es presenten els encebadors dissenyats amb tal propdsit, amb algunes de les seves caracteristiques

més rellevants, les quals son la seva longitud, temperatura de fusié, I'energia d’hibridacié amb la zona corresponent
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del motlle i 'energia de formacié del dimer més probable. L'encebador es dissenya per tal que aquest ultim valor
sigui el més baix possible en relacié a I'energia d’hibridacié. D’aquesta manera s'evita la disminucié en el rendiment
de la reaccié de PCR deguda a la pérdua de molécules d’encebador que no es troben hibridades amb el motlle sind

formant dimers improductius entre elles mateixes.

Taula 2.1. Encebadors dissenyats per a I'obtencié dels bragos de recombinacié per als knock-outs.

Encebador Caracteristiques
Longitud . ] dGhib
total 1(-:'3')" (kcdacl;l:rllbol) dimer
(bp) (kcal/mol)
mg025RA5’
5- TAATTTGTGTCGACGTAAGATGTTTTC-3 26 % 412 44
Sal |
mg025RA3’
5- TGACAACGAATTCATGTTGGAATT -3 24 55.1 -37.9 3.5
EcoR |
mg025LA5’
5. TACTGAAGGATCCCCATAAACCAGCTT-3 2 60.3 458 5.8
BamH |
mg025LAY’
5. TCTTTTGAAGCTTAAGTGCACATAAAACA-3 29 58 455 52
Hind Ill
mg060RA5’
5- TATTAACGTCGACCTTTTAACCCC-3' 24 4.7 -40.6 44
Sal |
mg060RA3’
5. TTTCAGAATTCGATGCACAATTGTA -3 25 55.5 -39.2 -7.0
EcoR |
mg060LA5’
5. TGATTGGATCCTTATTTCAACAGTTCTG -3 28 57.9 433 538
BamH |
mg060LA3’
5- TATCTAAAAGCTTCCTTTGGGGTTTT-3 26 56.3 44.2 52
Hind IIl
mg517RA5’
5. TTATGAAGTCGACCTGTTAGATTTGG-3 26 54.9 -40.3 44
Sal |
mg517RAY’
5. TGATTATGAATTCCAAGTTTATCCATT-3' 2 53.7 -41.1 -35
EcoR |
mg517LA5’
5- TCAGATGGATCCTTAAGTTCTCTTTAAA -3 28 54.7 423 538
BamH |
mg517LAY
5. TTTCACCATATGTAAATTCTTTTTGC -3 26 53.1 403 238
Nde |

Cal observar que les temperatures de fusié dels encebadors oscil-len entre 53 i 60 °C. El valor d’aquest parametre
es troba determinat pel percentatge de G+C de I'encebador. Una caracteristica del genoma de Mycoplasma
genitalium és el seu baix contingut en les esmentades bases, especialment a les zones intergéniques [Razin, S., et

al, 1998]. Com s’ha comentat en el disseny dels bragos de recombinacié pel gen mg025, ha estat necessari
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conservar 40 bases de I'extrem 5’ del gen perqué, donat el baix contingut en G+C de la zona prévia del genoma, no

era factible el disseny d’'uns encebadors amb una temperatura de fusié suficientment elevada.

D’altra banda, es pot comprovar com tots els encebadors incorporen a la seva seqiéncia les bases corresponents a
la diana d’un enzim de restriccié. Aquesta ha de servir per a facilitar la lligacié dels bragos, per un extrem amb el gen
de la resisténcia a la tetraciclina i per I'altre, amb el vector pUC18 que s'usara per a la transformacio. El gen tetM
més el seu promotor, els quals han estat proporcionats pel laboratori de Biologia Molecular de I'IBB, es troben entre
les dianes EcoR i BamH I, tal com es pot veure en la Figura 2.9. Per aquest motiu, els encebadors corresponents a
I'extrem 3’ del brag dret (RA) i a I'extrem 5’ del brag esquerre (LA) de cada knock-out presenten les seqliéncies

corresponents a aquests enzims de restriccid.

per als gens mg025 i mg060:

EcoR | BamH |
Sall Hindlll

Rigth arm tetM438 Leftarm

per al gen mg517:

EcoR | BamH |
Sall Nde |

Rigth arm tetM438 Leftarm

Figura 2.9. Dianes dels enzims de restriccié dels extrems dels bragos
de recombinacio.

Pel que fa a les dianes que han de facilitar la lligacié dels bragos amb el fragment corresponent del vector pUC18,
no son iguals per als tres knock-outs. L’'extrem 5’ del RA conté en tots els casos la diana Sal /, pero I'extrem 3’ del
LA conté la diana Hind Il per als gens mg025 i mg060, mentre que és la diana Nde I la que incorporen els
encebadors del gen mg517. El motiu d’aquest canvi necessari és la preséncia de la diana Hind Ill dins de la

sequiéncia del brag de recombinacid, fet que provocaria la seva digestié en el moment de la digestié de la diana.
2222  Ampilificacio dels bragos de recombinaci6 a partir d’ADN genomic de Mycoplasma genitalium

Cadascun dels bragos de recombinacié s'obté mitjangant la seva amplificacié amb una reaccié de PCR, la qual

utilitza els encebadors anteriorment presentats i ADN gendmic de Mycoplasma genitalium.

Per tal d'obtenir 'esmentat ADN gendmic, s'utilitza un protocol ja desenvolupat anteriorment en el grup [Andrés, E.,
Tesi Doctoral, 2007] i descrit en el punt 8.1.2 de la Part Experimental. Pel que fa a les diferents reaccions de PCR,
cal esmentar que, ja que el motlle és ADN gendmic, les concentracions de Mg2* i dNTPs son més elevades que el
que s’estableix en un protocol estandard. També pel mateix motiu, abans d'iniciar els diferents cicles d’amplificacid,

es procedeix a relaxar I'estructura secundaria de 'ADN genomic mitjangant un hot start, per tal que els encebadors
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puguin hibridar de forma més facil a les corresponents zones complementaries. Aquest protocol es descriu en el

punt 8.1.3 de la Part Experimental.

025 025 060 060 517 517 ctr
M RA LA RA LA RA LA +

Figura 2.10. Obtenci6 per PCR dels bragos de recombinacié pels knock-outs dels gens de
Mycoplasma genitalium. Temperatures d'hibridacié: mg025RA-5" 55 °C, mg025LA-3’ 57 °C,
mg060RA-5" 54 °C, mg060LA-3' 56 °C, mg517RA-5" 53 °C i mg517LA-3’ 53 °C. El control positiu
consisteix en I'amplificacié del gen mg025 a partir de les condicions establertes en un treball
anterior del grup [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].

El gel de la Figura 2.10 permet la visualitzacié de 'amplificacié obtinguda per a cada brag de recombinacié. La mida
dels fragments és en tots els casos I'esperada, entre 1040 i 1000 bp, excepte en el cas del control positiu, en el qual
és de 907 bp. Per a les mostres corresponents al RA del knock-out del gen mg025 i al LA del knock-out del gen
mg517 s’aprecien bandes de pes molecular inferior, corresponents a hibridacions inespecifiques dels encebadors en
altres punts de la seqléncia del motlle. Tanmateix, la recuperacio dels fragments amplificats mitjancant la seva

extraccié del gel d'agarosa desestima la possibilitat de contaminacio d’aquests amb fragments d’altres mides.
2223 Digestié dels bragos de recombinacié

Tal com s’ha indicat en el disseny dels encebadors per a I'obtencié dels bragos de recombinacio, cadascun dells
incorpora als seus extrems dues dianes de restriccid diferents. La seva digestio amb els enzims de restriccié
corresponents pot fer-se en una Unica reaccio, si les activitats enzimatiques poden desenvolupar-se en unes
condicions consens per als dos enzims, o requerir una digestié seqiiencial, amb un pas intermedi de purificacié de
'ADN mitjangant la seva extraccio d’'un gel, sempre que els enzims no posseeixin unes condicions de reaccié
compatibles. A la Taula 2.2 es presenten les condicions de digestié per a cada brag de recombinacio, derivades de

la compatibilitat de les parelles d’enzims de restriccio.

Taula 2.2. Condicions de digestid pels bracos de recombinacié
Brag Enzims Condicions de digestié
mg025RA Salli EcoR | Digestio doble
mg025LA BamH i Hind lli  Digestié seqiencial
mg060RA Sal li EcoR | Digestio doble
mg0B0LA BamH i Hind Il Digestio seqtiencial
mg517RA Salli EcoR | Digestio doble
mg517LA BamH Ii Nde | Digestio doble

El procediment seguit per a dur a terme les esmentades digestions es detalla al punt 8.1.4.1 de la Part Experimental.
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2.2.3  Obtencié dels plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517

Un cop es disposa dels bragos de recombinacié per a cada gen, la construccid dels plasmidis suicides que
permetran la transformacié de Mycoplasma genitalium i 'obtenci6 dels corresponents knock-outs requereix només
I'ensemblatge de cadascuna de les seves parts, és a dir, els propis bragos, el marcador de seleccid i el fragment del

vector pUC18 per arribar als tres vectors que es presenten en la Figura 2.11.

P(BLA) P(BLA)
AP AP,

mgl25LA3" myOB0LA-3"

pAmg060
6638 bp

TetR TetR

mgl25RAS" mgDB0RAS"

PromMG438 Promh G435

AP,
mgh17LAS

pAmg517
6425 bp

TetR

myh17RAE"
PramhG435

Figura 2.11. Plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517.

2.2.31 Digestié del vector puC18

El fragment del vector pUC18 s'obté per digestié d'aquest amb els enzims de restriccié corresponents en cada cas.
Cal recordar que sén necessaris dos fragments diferents, ja que en un cas la unié amb els bragos té lloc a partir de

les dianes Sal /i Hind /Il i en un altre, a partir de Sal I'i Nde .

El fragment derivat de la digestio amb Sal /i Hind Il requereix una digestié sequencial, mentre que la que es realitza
amb Sal I'i Nde I pot fer-se amb els dos enzims a la vegada. Les condicions aplicades en cada cas es recullen en el

punt 8.1.4.2. de la Part Experimental.

Ala Figura 2.12 es mostren els fragments del vector pUC18 després de la digestio amb Sal I (carril 1) i després de la
digestié doble amb Sal I'i Nde /I (carril 2). Com a control, s'inclou el vector sense digerir (carril 3), el qual permet

apreciar que en el primer cas, la digestio no ha estat completa.
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2686 bp —» ¢ 2453 bp

Figura 2.12. Digestio del vector pUC18.

223.2 Digestio del gen tetl438

La Ultima part que resta per a la lligacié final de tots els fragments que generaran els plasmidis suicides pAmg025,
pAmg060 i pAmg517 és el gen de la resisténcia a la tetraciclina més el promotor de Mycoplasma genitalium
corresponent al gen mg438. Com ja s’ha comentat, el conjunt ha estat proporcionat pel laboratori de Biologia
Molecular de I'BB en forma d’una construcci6 on els dos elements es troben col-locats entre les dianes EcoR | i
BamH |.

Per tant, es procedeix a la digestié del vector amb els corresponents enzims en una Unica reaccio, tal com es

descriu en el punt 8.1.4.3 de la Part Experimental i a la seva recuperacié mitjangant I'extraccio d’un gel d’agarosa.

2233 Lligaci6 dels fragments i analisi de transformants

Per tal d'unir tots els fragments que han de generar els plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517 es decideix
realitzar una reaccié de lligacid6 amb tots ells a la vegada, és a dir, amb els dos bragos de recombinacié
corresponents, el gen de resisténcia tetM438 i el fragment del vector pUC18. Aixo implica que la lligasa ha d'unir de

forma correcta quatre fragments diferents d’ADN en una sola reaccio.

Tal com es descriu en els protocols de lligacié habituals, s'utilitza una relacié molar 3:1 entre insert i vector,
considerant com a inserts els dos bragos de recombinacio i el gen de resisténcia a I'antibidtic. En el punt 8.1.5. de la
Part Experimental es detalla el procediment seguit. Com a controls de lligacié s'utilitzen reaccions on Unicament
s'inclou el vector pUC18 digerit, en les seves dues possibilitats (Sal I - Hind Ill i Sal | - Nde I). Tedricament, per a una
poblaci correctament digerida de vector, no s’haurien d’obtenir colonies després d’una transformacio, ja que
aquestes representarien la seva recircularitzacié. Tanmateix, a la Taula 2.3 s'observa com en ambdos controls
s’obtenen colonies, i en un nombre molt semblant o superior al que s'obté per a les reaccions de lligacié completes.
Aquest fet indica I'existéncia de dues poblacions en les mostres de vector pUC18 digerit, una de correctament
tallada on manca una part del plasmidi original i una segona en la qual Unicament s’ha obert aquest plasmidi i s’ha

linealitzat.

De totes les coldnies obtingudes per a cada knock-out, Unicament se n'analitzen algunes amb la finalitat d’establir
quines d’elles contenen la construccio correcta, tal com també s'indica a la Taula 2.3.
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Taula 2.3. Colonies obtingudes després de la lligacié multiple.

Mostra NL’lm‘ero ) Numero de
de colonies colonies analitzades
pAmg025 > 100 8
pAmg060 2 2
pAmg517 30 8
Control de recircularitzacié (Sal | - Hind Il) 20 -
Control de recircularitzacié (Sal | - Nde |) 11

Control positiu

Tota la placa plena de colonies

Després d’aillar els plasmidis corresponents a les colonies escollides, el primer dels controls consisteix en una
analisi de restriccio de I'ADN amb dues parelles d'enzims: EcoR Ii Sal | per una banda i BamH |i Nde I per I'altra, tal

com es descriu en el punt 8.1.6.1 de la Part Experimental.

A la Taula 2.4 es recullen les longituds dels fragments que cadascuna de les digestions genera, tant en el cas que

es tracti de la construccio correcta del plasmidi, com de la recircularitzacié del vector puC18.

Taula 2.4. Fragments tedrics generats per les digestions dobles en I'analisi de restriccid.

EcoR li Sal | BamH |i Nde |
pAmg025 5629 bp, 1046 bp, 33 bp 2441 bp, 1690 bp, 1316 bp, 1261 bp
pAmg060 5589 bp, 1016 bp, 33bp 2441 bp, 1690 bp, 1286 bp, 869 bp, 352 bp
pAmg517 5373 bp, 1019 bp, 33bp 2441 bp, 1690 bp, 1289 bp, 1005 bp
pUC18 recircularitzat 2653 bp, 33 bp 2441 bp, 245 bp
pAmg025 pAmMgo60 pAmgs17
Clon 5 Clon 6 Clon7 Clon 8 Clon1 Clon2 Clon1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 5 Clon6 Clon 7 Clon 8

ESBN hESBN b

M ESBNb ESBN b ESBNb ESBN b M ESBH bESBH bESBH bESBH b ESBH bESBN bESBH bESBH b

Zestbp—

16Eabp — Zeetbp—
1316bp —
1251bp —

1045bp — 1eEQbp —

129500 —

35200 —

Figura 2.13. Analisi de restriccié de les colonies transformants. Els carrils etiquetats “ES” corresponen a la digestié doble
amb EcoR | i Sal I, els carrils etiquetats “BN” corresponen a la digestié doble amb BamH I'i Nde I, els carrils etiquetats “b”
corresponen al plasmidi sense digerir.

Els gels de la Figura 2.13 permeten la visualitzaci6 dels resultats de I'analisi de restriccié realitzat per a cada grup de
transformants. En el cas del plasmidi pAmg025, tnicament un dels clons analitzats presenta el perfil de fragments
esperable per a la lligacio correcta de la construccio. Es tracta del clon 6. Tots els altres, inclosos els clons 1-4 pels

quals no es mostren els resultats a la Figura 2.13, sén el resultat de la recircularitzacié del vector pUC18.

Pel que fa al plasmidi pAmg060, s'analitzen les dues colonies obtingudes en la transformacio, amb la fortuna que
una d'elles presenta el patré de bandes que indica la lligacié correcta del vector (clon 1). Per a I'altra clon s’ailla el
resultat de la recircularitzacié de pUC18.
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Finalment, en I'analisi de restricci6 de les 8 colonies transformants de pAmg517 s’obtenen dos resultats positius, per
als clons 1i 3. Per als clons 2 i 4 la lligaci6 genera quelcom que no es digereix amb cap de les dues parelles
d’'enzims de restriccio i que resta igual que el vector pUC18 en el blanc de la reaccio. En canvi, per als clons 5,6 8,
els perfils que s’observen demostren la recircularitzacié del fragment de pUC18, mentre que per al clon 7 no és

possible identificar I'origen de les bandes que els enzims de restriccid provoquen.

Aixi doncs, es disposa de com a minim una colonia transformant que conté la construccié correcta de cada plasmidi.
Ara bé, per tal de demostrar de forma inequivoca I'obtencidé de pAmg025, pAmg060 i pAmg517, es procedeix a
realitzar un segon control de confirmaci6é mitjangant reaccions de PCR. En aquestes i per a cada plasmidi es pretén
amplificar els dos bragos de recombinacié per separat (~1000 bp) i el conjunt dels dos bragos més el gen tetM438
que es troba entremig (~4000 bp). En el primer cas s'empren els mateixos encebadors ja utilitzats en I'obtenci6 dels
bragos a partir de 'ADN genomic de Mycoplasma genitalium i en el segon, 'encebador 5’ del RA i I'encebador 3’ del

LA. Les condicions sota les quals es desenvolupen les reaccions de PCR es recullen en el punt 8.1.6.2 de la Part

Experimental.
pAmgo025 pAmgo60 pAmgi17
Clon 6 Clon 1 Clon 1 Clon 3 compl
M RA LA compl M  RA LA compl MRA LA PRALA

Figura 2.14. Analisi de les colonies transformants pr PCR. Temperatures d'hibridacio: mg025RA-5" 55 °C, mf025LA3’
57 °C, mg025 complet 54 °C, mg060RA-5" 54 °C, mg060LA3’ 56 °C, mg060 complet 54 °C, mg517RA5’ 53 °C, mg517LAJ’
53 °C, mg517 complet 50 °C.

A la Figura 2.14 es mostren els resultats obtinguts. En tots els casos s'obtenen les amplificacions esperades d’uns

aproximadament 1000 bp per als bragos i 4000 bp per al conjunt bragos més gen de resisténcia.

Tenint en compte els resultats de les analisis de restriccié i de les reaccions de PCR, es conclou que s’han generat
amb éxit els plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517, amb els quals es transformaran cél-lules de Mycoplasma
genitalium per tal d’obtenir per recombinacié homologa els knock-outs dels gens mg025, mg060 i mg517 i estudiar la

seva essencialitat en el desenvolupament del bacteri.
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2.3 Obtencid dels knock-outs dels gens mg025, mg060 i mg517 de Mycoplasma genitalium

Per tal d'obtenir els knock-outs dels tres gens de Mycoplasma genitalium descrits com a possibles
glicosiltransferases, és a dir, mg025, mg060 i mg517, cal seguir un procediment que es divideix en diverses etapes.
La primera d’elles és la transformaci6 de cel-lules competents del micoplasma amb els plasmidis suicides, I'obtencié
dels quals s’ha detallat en el punt anterior del present treball. Un cop la recombinacié homoéloga entre els bragos de
recombinacié del plasmidi i les mateixes zones situades a 'ADN gendmic del bacteri té lloc, els organismes viables
creixen en forma de colonies de Mycoplasma genitalium en plaques de medi SP4 suplementades amb tetraciclina, ja
que han incorporat el gen de resisténcia a aquest antibiotic provinent de la recombinacié amb el plasmidi. L'analisi
de 'ADN d’aquests clons mitjangant la técnica de Southern blott posara de manifest I'éxit del procés i revelara

I'essencialitat del gen corresponent.

2.31 Transformacio de cél-lules competents de Mycoplasma genitalium

La transformacié de cél-lules del micoplasma amb els plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517 es fa mitjangant
electroporacié. Per aquest motiu es preparen cél-lules competents de Mycoplasma genitalium seguint el protocol

descrit en el punt 8.1.7.2 de la Part Experimental.

En el mateix punt també es descriu com s’ailla 'ADN plasmidic de les tres construccions d'interés, el qual ha de
trobar-se en una concentracié forga elevada per I'éxit de la transformacio, i com té lloc el procediment, el qual
finalitza quan les cél-lules del bacteri ja transformades se sembren en plaques de medi SP4 solid suplementades

amb tetraciclina i s'incuben a 37 °C i 5 % de CO:z fins que s'observa 'aparici6 de colonies.

2.3.2  Analisi de les colonies transformants per Southern blott

El creixement de Mycoplasma genitalium en medi solid és lent i cal esperar tres setmanes per a la visualitzacié de
colonies derivades de la transformacié de les seves cél-lules amb els plasmidis pAmg025, pAmg060 i pAmg517,
respectivament. A la Taula 2.5 es presenta el nombre de colonies obtingudes i el nombre de colonies analitzades

per Southern blott per a cadascun dels plasmidis.

Taula 2.5. Colonies obtingudes després de la
transformaci6 de cél-lules de Mycoplasma

genitalium.
Mostra Numero Numero de
de colonies  colonies analitzades
pAmg025 12 6
pAmg060 5 5
pAmg517 5 5

L'aparicié d’'una colonia en una placa suplementada amb tetraciclina no implica necessariament I'obtencié del knock-
out desitjat, ja que és possible que hagi tingut lloc una recombinacié entre el plasmidi suicida i 'ADN gendmic de
Mycoplasma genitalium, perd que aquesta no hagi estat doble, és a dir, pels dos bragos de recombinacid, sind
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simple, és a dir, per unicament un d’aquests bragos. Una recombinacié doble implica I'eliminaci6 del gen en estudi i
la introducci6 en 'ADN genomic del gen de la resisténcia a la tetraciclina. Una recombinacié simple, ja sigui pel brag
dret o pel brag esquerre, també implica la incorporacié a 'ADN gendmic del gen de resistencia a I'antibiotic, pero en
aquest cas sense que es produeixi I'eliminacié del gen del micoplasma desitjat. Per tant, és necessari disposar d’un
métode que permeti I'analisi de 'ADN genomic de les colonies transformants, per tal d’establir quina recombinacié

ha tingut lloc i si realment s’ha eliminat el gen d'interés i, en conseqléncia, aquest no és essencial per I'organisme.

Aquest métode és I'analisi per Southern blott, en el qual 'ADN gendmic de les colonies transformants es digereix
amb un enzim de restriccié i s'utilitza una sonda d’ADN marcada corresponent a un dels bragos de recombinacié per
tal que hibridi amb la seva corresponent cadena complementaria present en 'ADN genomic, tot generant fragments
d’'una longitud determinada, la qual permet distingir entre una recombinacié doble, una recombinacié simple pel brag

dret 0 una recombinacié simple pel brag esquerre.

Les diferents sondes d’ADN s’han sintetitzat mitjangant reaccions de PCR en les quals s’ha emprat com a motlle el
brag de recombinacié corresponent, obtingut també per PCR i purificat a partir de la seva extraccié d’un gel
d’'agarosa, i una mescla d'encebadors anomenats random hexamers, els quals presenten multitud de seqléncies
diferents. Aquest fet propicia que, tot i no haver estat dissenyats expressament per a la seqiiéncia concreta dels
bragos de recombinacid, puguin hibridar en algun punt i generar diferents fragments complementaris al motlle. Cal
dir que el procediment inclou un pas de precipitacié que permet eliminar fragments amplificats de mida petita, els
quals podrien presentar hibridacions inespecifiques en altres punts de 'ADN gendmic aliens als bragos de

recombinacio.

Fins aqui el procés permet obtenir fragments complementaris a 'ADN dels bragos de recombinacio, perd aquests no
podrien actuar com a sondes si no presentessin una marca detectable mitjancant alguna técnica. Aixd s’aconsegueix
usant en la reaccié de PCR un nucledtid marcat, en concret UTP unit a dioxigenina (dioxigenina-11-dUTP). La
preséncia d’aquesta marca i un anticos especific per ella conjugat amb fosfatasa alcalina permeten la visualitzacio

dels fragments d’ADN sobre els quals hibrida la sonda al final del protocol de Southern blott.

A continuacié es presenta el disseny de les sondes i la prediccié de fragments en una analisi per Southern blott per

a cadascun dels knock-outs de Mycoplasma genitalium.
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2.3.21 Knock-out per al gen mg025

En aquest cas es decideix emprar I'enzim Hind /Il per a la digestié de 'ADN genomic de Mycoplasma genitalium i
una sonda corresponent al brag de recombinacié esquerre. A la Figura 2.15 es representen esquematicament els
fragments que es detectarien en un Southern blott en qualsevol dels casos possibles, és a dir, la no recombinacio, la
recombinacié doble, la recombinaci6 simple pel brag dret i la recombinacié simple pel brag esquerre, els quals també

es resumeixen a la Taula 2.6.

WT
< Sonda
Longikud dels
fragments
detectats perla
it HilRci sonda
[ ]
Doble recombinacio
Hiwot iR
| 1605 bp T
220 bp
Recombinacid simple pel brag dret Recombinacid simple pel brag esquerre

HiRd 7 HiR Hinct 734 bp -~

84bp
| 1 - [ | | I M1 |
20040p) 2600 bp @ 2491 bp
1605 bp 2200p toisep 3 2005p 1y, (E190DD

220 bp

Figura 2.15. Fragments a visualitzar en un Southern blott per al knock-out de mg025. S'utilitza Hind /Il per digerir IADN
genomic i una sonda equivalent al brag esquerre de recombinacid.

2.3.2.2 Knock-out per al gen mg060

Per a la deteccié del knock-out de mg060 s’escull com a sonda el brag de recombinacié dret i per tal de digerir 'ADN
genomic, I'enzim de restriccié Hind Ill. Els fragments que es visualitzarien en un Southern blott en cada cas possible

es presenten a la Figura 2.16 i a tall de resum, es recullen també a la Taula 2.6.

En aquest cas s'observa com alguns dels fragments Unicament es detectarien de forma molt feble en un Southern
blott. Aquest fet és degut que la sonda marcada només podria hibridar en una part molt petita del fragment, generant

una intensitat de la marca débil. Aixi, per distingir entre una colonia sense mutacié, és a dir on no ha tingut lloc cap
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recombinacid, i una en la qual ha tingut lloc una recombinacié doble, caldria tenir en compte un dels fragments
d'intensitat baixa esmentats. Tanmateix, cal pensar que seria la resisténcia a la tetraciclina la que distingiria entre els

dos casos anteriors, i una colonia sense recombinacié ja no apareixeria en una placa suplementada amb antibiotic.

WT
<> Sonda

Longitud dels

fragments
detectats perla

it sonda

| I 31 Kb Longitud dels

fragments
detectats per la

Doble recombinacio sonda de forma
ce feble

it i

Recombinacid simple pel brag esquerre

347, mgOsaRAS

237 bp P

I | || | @ w | I

Figura 2.16. Fragments a visualitzar en un Southern blott per al knock-out de mg060. S'utilitza Hind /Il per digerir TADN
genomic i una sonda equivalent al brag dret de recombinacid.

2323  Knock-out per al gen mg517

Finalment a la Figura 2.17 es presenta un esquema dels fragments que es visualitzarien en un Southern blott
realitzat amb una sonda corresponent al brag de recombinacié dret sobre '’ADN genomic d’una coldnia transformant
per al knock-out del gen mg517 digerit amb I'enzim de restriccid Hind /il. La longitud dels fragments es recull també

ala Taula 2.6.
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WT

HERLI 7

mgs17Le-T <> Sonda

Longitud dels

fragments
detectats per la

sonda
\ [ \
4266 bp 533bp 1088 bp
Doble recombinacié
EiRL 17380 EANLIOG 36430
Prom MG L5 myS17 A3
NGS5 FERL L4174
mS1TRAS WG33E
| | 1905 by | 1088 b |
@ P 533w P
Recombinacié simple pel brag dret Recombinacié simple pel brag esquerre

WSITRAT ngSITLeF
nGsi EwLI ()
EERLII (9134 MGSIT
mgsITLET NG5
LI (9447 mgSITRAT

EBMAII 4174 MYFITRA-S
mgSITLe-¥
6 0 EERLIIi3643)

Tt

PrommG 35 HRIie1T)

Bl (T1

[

TetR: EENLTIiS460)

WgSITRAT

[ \ [ ] [ T1o88 p [ ] | [ T1088 up
1905 bp 4958 b 4266 bp 3987 bp 1905 bp
533 bp 533 bp 533 bp
p

533h

Figura 2.17. Fragments a visualitzar en un Southern blott per al knock-out de mg517. S'utilitza Hind /Il per digerir ADN
genomic i una sonda equivalent al brag dret de recombinacid.

2.3.24 Identificacio dels fendmens de recombinacié per Southern blott

Per a cadascun dels clons analitzats, indicats anteriorment a la Taula 2.5, es realitza I'extraccio de I'ADN gendmic tal
com s’explica en el punt 8.1.2 de la Part Experimental. Aquest es digereix en tots els casos amb I'enzim de restriccid
Hind Ill, segons el procediment descrit en el punt 8.1.8 del mateix apartat. Els fragments resultants de la digestio se
separen en un gel d'agarosa i es transfereixen a una membrana de nil6, sobre la qual té lloc la hibridaci6 de les

sondes corresponents (punt 8.1.8.1 de la Part Experimental).

Per a cada knock-out s’ha escollit una sonda concreta, la qual facilita la distincio entre els diferents fendmens de
recombinacid. En el cas de mg025 s’ha sintetitzat una sonda corresponent al brag de recombinacié esquerre, mentre
que per als dos altres gens, mg060 i mg517, la sonda preparada correspon al brag de recombinacié dret. El protocol
de sintesi de les sondes es presenta en el punt 8.1.8.2.1 de la Part Experimental, mentre que el d’hibridacié, es

recull en el punt 8.1.8.2.2.

A continuaci6 es mostren a la Figura 2.18 els resultats dels Southern blotts realitzats sobre 'ADN genomic de les

diferents colonies analitzades per a cada knock-out. A la Taula 2.6 es recullen els valors de tots els fragments
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esperables en cadascun dels casos possibles, resumint el que graficament s’ha representat a les Figures 2.15, 2.16
i2.17.

Taula 2.6. Fragments a detectar en una analisi per Southern blott
dels knock-outs dels gens mg025, mg060 i mg517.

Knock-out  Tipus recombinacié Longitud dels fragments (Kb)

no recombinacié 4.7
doble 5.2
mgo25 simple brag dret 29,47
simple brag esquerre 2.5,5.2
no recombinacié 1.7, 3.1(f)
doble 1.7
mgo6o simple brag dret 1.7,3.5, 3.1(f)
simple brag esquerre 1.7,2(), 3.5
no recombinacié 43
doble 3.3
mgs17 simple brag dret 33,5
simple brag esquerre 43,4
pAmg025 pAmg060
1 2 3 4 5 6 1.2 3 45
47Kb — i——-— <+—— 52Kb 5K —> - - — <«—— 31Kb
25Kb — p e 290 Ko —> o T & «— 17Kb
pAmgs17

Figura 2.18. Fragments detectats per Southern blott per a cada knock-out de Mycoplasma genitalium.

Com es pot veure segons els diferents fragments que es revelen en el Southern, per al gen mg025 han tingut lloc els
tres fenomens de recombinacié que produeixen clons resistents a I'antibiotic tetraciclina. En primer lloc, el clon 1
s’ha generat a partir d'una recombinacié simple pel brag esquerre; en segon lloc, el clon 3 també s'ha generat a
partir d’'una recombinacié simple, perd en aquest cas pel brag dret. Finalment i el més interessant, sén els clons 2, 4,
5 6, els quals presenten una Unica banda de 5.2 Kb, indicativa d’'un fenomen de recombinaci6 doble. Aquest fet
indica que els esmentats clons son viables sense presentar en el seu ADN gendmic el gen mg025 i, per tant, aquest

pot considerar-se prescindible per al desenvolupament de Mycoplasma genitalium.

Pel que fa al knock-out de mg060, poden distingir-se dues poblacions de clons aillades. D’'una banda, la que
compreén els clons 1, 2 i 3, pels quals els fragments revelats en el Southern indiquen que s'han format a partir d’'una

recombinacié simple pel brag esquerre. De l'altra, el clon 4, el qual també s'ha obtingut per recombinacié simple,
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perd pel brag dret. En el cas del clon 5, no és possible determinar amb certesa quin fenomen de recombinaci6 ha
tingut lloc, degut a la poca quantitat d’ADN transferit a la membrana. No obstant, per la mida dels fragments que
s'intueixen, es creu que el clon deriva d'una recombinacié simple pel brag esquerre, de la mateixa forma que els
clons 1, 2i 3. En cap cas, pero, pot correspondre a una recombinacié doble. Per tant, i segons els resultats visibles
per Southern blott, no és possible aillar cap clon defectiu pel gen mg060, fet que el descriuria com a gen essencial

per Mycoplasma genitalium.

Per ultim, no s'obté cap clon per al knock-out de mg517 que derivi d’'una recombinaci6 doble. Aixi, els clons 15
s’han produit a través d’'una recombinaci6 simple pel brag dret, mentre els clons 2, 3 i 4 ho han fet mitjan¢ant una
recombinacié simple pel brag esquerre. Per tant, tots ells continuen posseint la copia del gen mg517 i en conclusio,

aquest gen resulta essencial per al bacteri.

24  Conclusions

El genoma de Mycoplasma genitalium conté Unicament tres gens codificats com a possibles glicosiltransferases:
mg025, mg060 i mg517. La funcié dels dos primers no es coneix actualment, mentre que al nostre grup s’ha
determinat I'activitat associada a mg517, el qual codifica per a la glicosiltransferasa encarregada de la sintesi dels

glicolipids de la membrana del micoplasma.

Segons els resultats obtinguts en aquest capitol, mg060 i mg517 sén gens essencials per a Mycoplasma genitalium,
mentre que mg025 és prescindible. Com s’ha comentat en la introduccid, I'estudi del conjunt minim de gens
essencials per a Mycoplasma genitalium mitjangant mutagénesi global per transposons realitzat 'any 2006 [Glass, J.
., et al, 2006] estableix que tots tres son essencials per al microorganisme, ja que no s'identifica cap inserci6 de
transposo en la seva seqliéncia. Tanmateix, en el mateix estudi pero realitzat 'any 1999 [Hutchison Ill, C. A, et al,
1999), si que s’havia aillat un clon amb una insercié en el gen mg025, conseqiiéncia del qual en aquest article es
qualificava el gen com a no essencial pel micoplasma, de la mateixa forma que indiquen els resultats obtinguts en la

present tesi.

Cal comentar que, mentre l'aillament d’'un clon positiu per a un knock-out és indicatiu que aquell gen és prescindible
per a 'organisme en estudi, la no obtencié de colonies en les quals s’hagi produit una doble recombinacié pot ser
simplement deguda que el nombre de colonies estudiat sigui petit i no hagi permés trobar un clon positiu. En el cas
de la present tesi, per a mg060 i mg517 s’han analitzat Unicament 5 colonies, totes les obtingudes. Aquest valor pot
considerar-se baix i segurament per a un establiment més ferm de I'essencialitat d'ambdds gens, caldria repetir

I'experiment de transformacio i analitzar més colonies de Mycoplasma genitalium.

Ara bé, l'aillament de clons defectius del gen mg025 perd viables obre la porta a I'estudi de quina és la funcio6 de la
proteina que aquest codifica, a partir, per exemple, d’'un analisi comparatiu entre els metabolits existents en una

soca Amg025 i una soca salvatge.
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En aquest sentit, Mycoplasma pneumoniae, el parent més proxim de Mycoplasma genitalium, també posseeix tres
gens classificats com a possibles glicosiltransferases. Per tots tres s’ha establert la seva homologia amb els de
Mycopalsma genitalium d’acord amb la similitud de les seves seqiiencies. Aixi, el gen homoleg de mg025 en

Mycoplasma pneumoniae és mpn028, el gen homoleg de mg060 és mpn075 i el gen homoleg de mg517 és mpn483.

Igual com en el nostre grup s’ha establert I'activitat de MG517 com a enzim productor de glicolipids, 'any 2007 es va
presentar un treball en el qual s'atorgava a MPN483, la proteina codificada pel gen mpn483 en Mycoplasma
pneumoniae, una activitat molt semblant [Rosén Klement, M., et al, 2007]. En I'estudi s'observava que cél-lules
d’E.coli que expressaven MPN483 no eren capaces de produir tots els glicolipids que produien les cél-lules del
micoplasma in vivo. Els autors del treball proposaven com a hipotesi que els altres dos gens del microorganisme
anotats com a possibles glicosiltransferases, mpn028 i mpn075, fossin els encarregats de sintetitzar aquells
glicolipids no identificats en les cél-lules d’E.coli, ja fos per accié directa o per modificacié de productes creats per
MPN483. Tanmateix, i donat que no havien pogut obtenir resultats satisfactoris en transformar cél-lules d’E.coli amb
els gens mpn028 i mpn075 i analitzar els seus glicolipids, reconeixien que o bé empraven altres donadors sacaridics
diferents als provats en els seus experiments (UDP-Glc i UDP-Gal) o bé posseien una funcié diferent no relacionada

amb la sintesi de glicolipids.

Quelcom semblant al que ocorre en Mycoplasma pneumoniae podria ser valid per a Mycoplasma genitalium, si bé
cal fer més passos en la direccio d’establir les funcions de les proteines codificades per mg025 i mg060. El fet que el
primer d'ells no sigui essencial pel bacteri no proporciona cap informaci6 sobre la seva activitat, perd si que proveeix

d’'una eina que pot ajudar a determinar-la en un futur.
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3 Estudi de la transcripcio de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium

3.1 Introduccio

Un cop estudiada I'essencialitat de les possibles glicosiltransferases de Mycoplasma genitalium, s’ha determinat que
dues d'elles sén imprescindibles pel bacteri, mg060 i mg517, i que el tercer gen, mg025, codifica per una proteina no

essencial, ja que és possible aillar clons viables en els quals el gen ha estat substituit per un marcador de seleccié.

Aquest descobriment posa en dubte I'expressio de mg025 per part del microorganisme, ja que si el gen posseeix
una funcié no essencial, pot ser que la proteina per la qual codifica no s’expressi mai durant el creixement del
micoplasma, si bé el procés de reduccio gendmica que ha culminat en les espécies de micoplasma actuals sembla

que hauria evitat el manteniment de gens que no es transcrivissin.

Amb l'objectiu d'establir si els gens de Mycoplasma genitalium classificats com a possibles glicosiltransferases es
transcriuen al llarg de les diferents fases del creixement bacteria, es pensa en I'aplicacié de la técnica de RT-PCR
(Reverse Transcription PCR), la qual permet la deteccié d’ARN missatger (mARN) transcrit a partir d’'un gen concret,

I'existencia del qual implica directament I'expressi6 de la proteina per la qual 'esmentat gen codifica.

Per als gens descrits com a essencials al final del capitol anterior s’espera un resultat positiu, si bé per a mg025 no
és tan obvi. Tanmateix diferéncies en la seva transcripcio en funcié de la fase de desenvolupament del bacteri

podrien proporcionar informacié sobre la seva funcid.

3141 Mecanismes de regulacié de la transcripcié en Mycoplasma genitalium

La sequenciacid dels genomes complets de Mycoplasma genitalium [Fraser, C., et al, 1995] i de Mycoplasma
pneumoniae [Himmelreich, R., et al, 1996] ha permés la seva analisi a la recerca de sistemes de regulacio dels
mecanismes de transcripcid génica. L'abséncia del factor de terminacié de la transcripcié Rho i la preséncia d’'un
Unic factor sigma en la seqiéncia d’ADN d’ambdds micoplasmes fa pensar que aquests microorganismes han
desenvolupat sistemes de promocio i regulacié de la transcripcié diferents als d'altres bacteris [Weiner IlI, J., et al,
2000].

Tanmateix, és cert que no existeix un nombre ampli d’estudis en aquest sentit. Aquells realitzats han identificat
I'existencia de caixes -10 a I'extrem 5’ de les zones codificadores de proteines (ORF — open reading frames), si bé
no ha estat possible establir seqliéncies consens per a les caixes -35, presents habitualment en els promotors
bacterians, ni la preséncia de zones d'unié per als ribosomes (RBS - ribosome binding sites) [Weiner I, J., et al,
2000]. Tampoc s’han identificat seqléncies corresponents a possibles terminadors reconegudes en altres
organismes, rad per la qual gens que no es troben relacionats funcionalment sovint formen part del mateix transcript,
[Benders, G. A., et al, 2005]. Ara bé, recentment s’ha descrit un possible sistema de regulacié consistent en el
control de I'expressid d’un gen mitjangant la transcripcié a partir de la seva cadena complementaria [Lluch-Senar,

M., et al, 2007]. Estudis en aquesta direccié haurien d’aportar una informacié molt necessaria per tal d’assolir una
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comprensid més profunda de la regulacié de la transcripcié en organismes tedricament tan simples com els

micoplasmes.

3.2 Reacci6 de RT-PCR: metodologia i disseny d’encebadors

El procediment a seguir per a la realitzacio d’una reaccié de RT-PCR inclou diversos passos, els quals es descriuen

breument a continuacio i es presenten esquematicament en la Figura 3.1.

En primer lloc, cal purificar 'ARN de I'organisme en estudi, el qual en aquest cas és Mycoplasma genitalium. Tot
seguit, es produeix la sintesi de ’ADN complementari (CADN) a partir de 'mARN corresponent al gen pel qual se'n
vol analitzar la transcripcid. Aquest pas té lloc gracies a I'accio d’'unat transcriptasa reversa, el qual a partir d'un
encebador que hibrida en un punt determinat de la seqiiéncia de 'mARN, és capa¢ de sintetitzar la cadena

complementaria al missatger, perd utilitzant els nucledtids propis de I'ADN.

in vivo in vitro
Transcription \ mRHA
UACGAUCCG
DNA mRHA Reverse R e ——
UACGA trasoriptase. ————— ———— 1
el — ATGCTAGGC
- cOHA
Benetbeatt
RHAse
ATGCTAGGC
U A C G A U mnwruprlmar
e—— ginspsaine
mRNA wm —>
O L N L
| Se ATGCTAGGC
ribonucleotides cOHA -—
B beatn
l Pohamerase
PCR
TACGATCC

. e p———
\ protein / \ ATGCTAGG

Figura 3.1. Comparativa esquematica del procés de transcripcié in vivo i del procés de transcripcio reversa i posterior
amplificacié que esdevé en la metodologia de RT-PCR.

En aquest punt cal dir que I'encebador pot dissenyar-se de tres formes diferents. Pot tractar-se d’'un encebador
especific per al gen en estudi i, per tant, complementari a una zona determinada del seu mARN, pot tractar-se
també d'un conjunt d’encebadors generats a l'atzar i formats per sis nucledtids (random hexamers) o finalment, pot
tractar-se d’'encebadors poliT, els quals contenen Unicament el nucledtid timina per tal d’hibridar amb les cues poliA
dels mARN dels organismes eucariotes. En el primer dels casos, Unicament es produeix cADN per al gen d'interés,
mentre que per als altres dos dissenys d’encebador s'obté cADN per a tots els mARN de I'organisme presents en
I'ARN aillat inicialment. Els encebadors poliT només poden usar-se quan el mARN prové d’organismes eucariotes, ja

que els mARN dels procariotes no contenen les cues poliA en les quals s’hibriden els esmentats encebadors.
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Un cop s’ha sintetitzat el cADN, el qual és de cadena simple, aquest es troba formant un hibrid amb el corresponent
mRNA. Per tal que la reaccié de PCR que tindra lloc a continuacié sigui més eficient, cal destruir 'esmentat hibrid

mitjangant el seu tractament amb una RNAsa.

Finalment, la reaccié que permet la deteccié en ultim terme de 'mARN és I'amplificacié del cADN per PCR. En

aquesta, que té lloc segons els protocols estandards, s'utilitzen dos encebadors especifics per al gen en estudi.

3.21 Disseny dels encebadors per a la reaccié de RT-PCR sobre mg025, mg060 i mg517

En organismes procariotes, com és el cas de Mycoplasma genitalium, I'estabilitat de 'mARN és forca pobra. De fet,
s’ha determinat que la vida mitjana de la majoria d'mARN és d'uns pocs minuts [Sheridan, G., et al, 1998]. Per
aquest motiu, i davant de I'objectiu de detectar la presencia d’'un mARN concret, cal que I'encebador que es dissenyi
amb aquesta finalitat es trobi en una zona central del gen, situat a un minim de 200 bases del seu final. Un altre
requisit que cal que compleixi 'esmentat encebador esta condicionat per la temperatura de treball dptima de la
transcriptasa reversa amb que es treballa, la qual és de 50 °C. Per un bon funcionament de la reaccié de

transcripcio, cal que la temperatura d’hibridacié de I'encebador sigui superior a aquest valor en un minim de 5 °C.

Taula 3.1. Encebadors dissenyats per a les reaccions de RT i de PCR.

Encebador Caracteristiques
. Distancia
Longitud Thusis respecte dGib dGris
total o , dimer
(°C) I'extrem  (kcal/mol)
(bp) (kcal/mol)
(bp)

mg025 forward

20 54.7 324 -36.8 -8.2
5- GTGGCTCGTTTCTTTGGCCA-3
mg025 reverse

24 575 200 -39.7 2.0
5- TTTTGGAGAATTTCACACCAAGCA -3
mg060 forward

25 54.7 249 -40.2 2.0
5- CTAGCAAAAGGGGAATGAGTAACAG -3
mg060 reverse

24 51.8 195 -36.1 2.0
5- CAGATCCTTGCAGATTTGTACTTC -3
mg517 forward
5- GTGCGTGATAAGCTAGTGAATCTAG -3 2 M6 @ 372 13
mg517 reverse

22 53.2 263 -35.8 0.3

5'- CAAGAGAACCATTTTGGCTGAG -3’

A la Taula 3.1 es presenten els encebadors dissenyats per a la realitzaci6 de la reaccié de RT-PCR sobre 'ARN de
Mycoplasma genitalium amb la finalitat de detectar la preséncia dels tres gens classificats com a glicosiltransferases:
mg025, mg060 i mg517. Cal dir que en la reaccid de sintesi de 'cADN només s’empra I'encebador revers, ja que és
aquest unicament el que pot hibridar amb el mARN. En la reacci6 de PCR és quan s'empra la parella d’encebadors

dissenyats per a cada gen.
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Pot observar-se com en la majoria de casos no ha estat possible complir amb la recomanacié anterior, segons la
qual la temperatura de fusi6 de I'encebador revers ha de ser igual o superior a 55 °C. Cal recordar que aquest valor
es troba determinat pel contingut en G+C de I'encebador, el qual al seu torn, depén de la mateixa caracteristica,
pero del motlle, en aquest cas 'mARN. Anteriorment ja s’ha comentat que el contingut en G+C dels micoplasmes en
general és molt baix en comparacié al d’altres especies i aixo repercuteix en la temperatura de fusié del encebadors
que han de dissenyar-se a partir de les seves seqléncies d’ADN. A més, en aquest cas els encebadors han de
trobar-se en una zona concreta del gen, allunyada un minim de 200 bases dels seus extrems, fet que implica una
disminuci6 del nombre de possibilitats existents a I'hora de la tria de la seqliéncia de I'encebador. En la majoria dels
casos ha estat necessari 'establiment d’'un consens entre la posici6 de 'encebador en la sequéncia del gen i la seva

temperatura de fusio per tal de complir el maxim possible amb els requisits per a I'éxit de la reaccio de RT-PCR.

D'altra banda, es necessari disposar d'un control positiu en les reaccions de RT-PCR. Amb aquesta finalitat s’escull
un fragment de la sub-unitat 16S de 'ARN ribosomic (rARN) de Mycoplasma genitalium, el qual es troba present
amb tota seguretat en 'ARN aillat del bacteri. Per a la deteccié de I'esmentat fragment sén necessaris dos

encebadors que en permetin la transcripcio reversa i 'amplificacid, el disseny dels quals es presenta a la Taula 3.2.

Taula 3.2. Encebadors dissenyats per al control positiu de les reaccions de RT i de PCR.

Encebador Caracteristiques
. Distancia !
Longitud Thusio respecte dGnib d.Gh'b
total o , dimer
(°C) I'extrem  (kcal/mol)
(bp) (kcal/mol)
(bp)
16S rRNA forward
19 53.8 401 -33.2 5.4
5- CGCGTGAACGATGAAGGTC -3’
16S rRNA reverse
23 56.3 426 -38.3 -3.5

5'- GGGACTTAACCCAACATCTCACG -3

3.3 Determinacio de la transcripcié de mg025, mg060 i mg517 en dues fases del creixement de
Mycoplasma genitalium

La corba de creixement de Mycoplasma genitalium presenta I'aparenga tipica d’'un creixement bacteria, en la qual
poden distingir-se les fases de retard o lag phase, la qual presenta una durada aproximada de 2 dies, la fase de
creixement exponencial, que s’expandeix des de les 48 fins a les 96 hores i la fase estacionaria, la qual s'acaba
aproximadament a les 120 hores, quan el microorganisme entra en mort cel-lular i té lloc la lisi de les cél-lules
(Figura 3.2).

Tal com s’ha comentat, es pretén determinar 'existéncia de transcripcié en els gens de les glicosiltransferases del
micoplasma en dues fases diferents del seu creixement, ja que la seva expressio pot venir determinada per I'estadi

de desenvolupament del bacteri, en funcié de I'activitat que s’associi a les proteines corresponents.

Les fases del creixement que s'escullen sén 72 i 110 hores, és a dir, fase exponencial per al primer punt i fase

estacionaria per al segon.
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Figura 3.2. Corba de creixement de Mycoplasma genitalium. La
imatge s’ha extret de Ueno, P., et al, 2008. Correspon a la corba de
creixement per a dues soques de Mycoplasma genitalium, la G37, usada
en el present treball, i la 1019V, una soca més nova recentment aillada.

3.31 Creixement del bacteri i aillament de ’'ARN

Es fan créixer dos cultius de Mycoplasma genitalium en medi ric SP4 a 37 °C i 5 % de COz2. El primer d'ells (cultiu A)
es manté en les condicions esmentades durant 72 hores per tal de representar la fase exponencial del creixement,
mentre que pel segon (cultiu B) s’allarga la incubaci¢ fins a les 110 hores i aixi permetre la descripcio del que ocorre

en la fase estacionaria.

Per tal d'aillar 'ARN del bacteri s'empra el kit RNAqueous 4PCR d’Ambion. El métode que aplica 'esmentat kit es
basa en la disrupcié de les cél-lules del micoplasma mitjangant una solucié que conté tiocianat de guanidini, un
agent caotropic desnaturalitzant fort, el qual lisa les membranes i rapidament inactiva les ribonucleases que podrien
degradar l'inestable ARN procariota. El lisat cel-lular es mescla amb una solucié d’etanol i s'aplica a un filtre de silice
que uneix de forma selectiva i quantitativa 'mARN i els ARN ribosomals grans. Per contra, aquesta uni6 quantitativa
no pot garantir-se pels ARN petits com els de transferéncia (tARNs) o I'ARN ribosomal de la subunitat 5S. El filtre es
renta per eliminar 'ADN residual, proteines i altres possibles contaminants i 'ARN s’elueix amb aigua lliure de
nucleases, pero que conté traces d'EDTA per tal de quelar metalls pesants. Després de I'eluci6 del filtre, 'ARN aillat
es tracta amb una DNAsa amb l'objectiu d’eliminar restes d’ADN que provocarien falsos positius en la reaccié de

RT-PCR. El protocol complet es detalla al punt 8.2.1 de la Part Experimental.

La quantificacié de 'ARN obtingut de cada cultiu s’ha realitzat mitjangant una mesura espectrofotométrica, amb els

resultats que es presenten a la Taula 3.3.

Taula 3.3. Quantificacié
espectrofotométrica de I’ARN aillat.

[ARN]

(pgL) Az60/A280
Cultiu A 8.5 2.2
Cultiu B 23.6 1.9
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Queda clar que en el cultiu que es troba en fase estacionaria la quantitat de biomassa és superior, fet que explica
perqué la concentracio d’ARN que s'obté és gairebé tres vegades més elevada. La relacié entre les absorbancies de
les mostres a 260 nm i 280 nm proporciona informaci6 sobre la puresa d’aquestes, essent el valor dptim qualsevol
compreés entre 1.8 i 2.1. Si s'observen els valors per als cultius A i B, es conclou que s'ajusten bé als valors anteriors
i, per tant, 'ARN aillat posseeix una qualitat suficient per a ser usat en el pas seglient, és a dir, en la reaccié de
RT-PCR.

3.3.2 Reaccio6 de RT-PCR

Per a la realitzacié de la primera part del procés, és a dir, la reaccio de transcripcié que genera cADN a partir de
I'mARN dels gens en estudi, es treballa amb el kit SuperScript Ill First Strand Synthesis System for RT-PCR

d’Invitrogen.

Com s’ha comentat anteriorment, la transcriptasa reversa de I'esmentat kit presenta un optim d'activitat a una
temperatura de 50 °C, tot i que pot actuar en un interval de temperatures que va des de 42 °C fina a 55 °C. El kit
incorpora un inhibidor d'RNases per tal d’augmentar el rendiment de la transcripcié tot evitant la degradacié de
I'ARN motlle. Ara bé, un cop ha esdevingut la reaccio, el kit inclou un pas d’eliminacié d’aquest ARN motlle, el qual
com es mostrava en la Figura 3.1, resta unit al recentment sintetitzat CADN. Aquest pas incrementa el rendiment de
l'amplificacié del cADN en la reaccié de PCR que té lloc a continuacié. Tots els detalls del procediment seguit es

presenten en el punt 8.2.2 de la Part Experimental.

A la Taula 3.4 es presenten les longituds dels fragments que s’espera amplificar segons els encebadors dissenyats

per a cada gen en estudi.

Taula 3.4. Longitud dels
fragments a amplificar per

PCR.
Longitud
(bp)
mg025 374
mg060 450
mg517 538
16S rARN 693

Els resultats de la transcripcio de mg025, mg060 i mg517 en les dues fases del creixement de Mycoplasma

genitalium es recullen a la Figura 3.3.

El primer dels gels inclou les amplificacions obtingudes per a les mostres en les quals s’ha treballat amb mARN
provinent de la fase exponencial del creixement del micoplasma. S'observa com per als tres gens la banda
amplificada correspon a la longitud esperada. Tanmateix, en el cas de mg060, a més del fragment previst segons el
disseny d’encebadors, s'obtenen dues amplificacions més de menor pes molecular (364 bp i 261 bp). Aquestes
podrien estar causades per hibridacions inespecifiques d’'un 0 ambdoés encebadors de la reaccié de PCR, tot i que

aquesta possibilitat ha tractat d’evitar-se en el moment del seu disseny. Una segona possibilitat que expliqués
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I'aparicié d'amplificacions de menor mida a I'esperada seria la formacié d’una estructura secundaria per part del
cADN, en la zona interna a la flanquejada pels dos encebadors de la reacci6. En qualsevol cas, I'amplificacié més
intensa és aquella que demostra la transcripcié del gen en aquesta fase del creixement de Mycoplasma genitalium,

de la mateixa forma que ocorre amb els altres dos gens en estudi, mg025 i mg517.

Transcripcié en fase exponencial

cDNA

M 025 060 517 16S

«— 693 bp

450 bp —» 338 bp

374bp —»

Transcripcio en fase estacionaria

mg025 mg060 mgd17 168 rRNA

DNA cDNA RNA DNA cDNA RNA DNA cDNA RNA  DNA cDNA RNA

538 bp —»p
450 bp —»
abp —» B

Figura 3.2. Transcripci6 dels gens mg025, mg060 i mg517 en fase exponencial i en fase estacionaria del creixement de
Mycoplasma genitalium.

Pel que fa a la transcripcié en fase estacionaria, a més de I'amplificacidé generada a partir del cADN obtingut de la
RT, el gel d’'agarosa inclou per a cada gen dos controls consistents per una banda, en I'amplificacié del mateix
fragment des de 'ADN gendmic de Mycoplasma genitalium, el qual remarca la preséncia del gen en estudi en el
cromosoma del bacteri i, per I'altra, en 'amplificacié del mateix fragment a partir de 'ARN usat com a motlle en la
reaccié de transcripcio reversa. Aquest Ultim control és util per tal d'assegurar la correcta eliminacié de 'ADN de
I'ARN total aillat inicialment del bacteri. Cal pensar que la preséncia d'impureses d’ADN provocaria I'aparicié de
bandes corresponents als gens d'interés, tal com ocorre en I'amplificacié en la qual el motlle és ADN genomic del

micoplasma.

Per a la fase de creixement estacionari de Mycoplasma genitalium també s’observa la transcripcio dels tres gens en
estudi, i en aquest cas per a mg060 només es visualitza una Unica banda. Es pensa que la major quantitat ’ARN

motlle en la reacci6 de transcripcié reversa i, per tant, la major quantitat també de cADN en la reacci6 de PCR
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afavoreix 'amplificacié de la banda majoritaria que s'observa en els resultats del cultiu provinent de la fase

exponencial del creixement.

3.4  Conclusions

Segons els resultats exposats, els tres gens de Mycoplasma genitalium descrits com a possibles glicosiltransferases

es transcriuen tant en la fase exponencial del seu creixement, com en la fase estacionaria.

La transcripcié de mg025 en aquestes dues fases del creixement, indica que tot i que la seva funci6 no és essencial
per al microorganisme, el gen s’expressa. Per tant, el micoplasma empra els seus recursos en aquesta activitat,
posant de manifest que tot i ser considerat com un model d’organisme minim, Mycoplasma genitalium disposa de
funcions per a ell prescindibles perd que en un entorn en el qual no hi ha pressio selectiva, com és el medi ric SP4
amb tots els nutrients necessaris per al seu desenvolupament i sense un sistema immunitari a evitar, no es beneficia
de I'estalvi energétic que comportaria la seva eliminaci6. Caldria veure qué ocorre in vivo durant la infeccié per part

del micoplasma d'un hoste determinat.

En el cas dels gens essencials, mg060 i mg517, pot dir-se que el resultat obtingut és I'esperat, ja que si el
microorganisme no pot desenvolupar-se sense la seva preséncia en el material genétic, és logic que codifiquin per

proteines que s’expressen sempre al llarg del seu creixement.

Pel que fa als nivells d’expressid, cal dir que la tecnica utilitzada no permet una quantificacié fiable a partir de la
intensitat de les bandes d’amplificacié que pugui aportar informacié en aquest sentit. Caldria una analisi mitjangant la
tecnica de real time RT-PCR per tal de determinar quantitativament els nivells d’'expressié de cada gen en

cadascuna de les fases del creixement estudiades.
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4  Expressio i purificacio de GT-MG517

41  Introduccié

La glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium GT-MG517 és una proteina que in vivo es troba associada a la
membrana del microorganisme i que quan s'expressa de forma recombinant en E. coli, també se situa en aquesta
estructura cel-lular [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007]. Aquest fet li confereix unes caracteristiques que fan que el seu
procés d’expressid i purificacid no sigui trivial i requereixi I'ls d'estratégies més proximes a proteines de membrana

que a enzims solubles, les quals es desenvolupen al llarg d’aquest capitol.

Totes aquestes estratégies busquen complir basicament dos objectius. Per una banda, la purificacio de GT-MG517
amb la finalitat de determinar I'estructura tridimensional de la proteina per cristal-lografia de raigs x. Per l'altra, la
seva purificacié per a sotmetre 'enzim a un estudi cinétic que aporti informacio sobre la seva activitat. La combinacié
d’ambdds coneixements permetra aprofundir en el mecanisme d’accié de la glicosiltransferasa i en la seva regulacio

per part de I'entorn on se situa.

411 Antecedents: métode previ d’expressio i purificaciéo de GT-MG517

Ja des de linci en el nostre grup de I'estudi dels glicolipids de Mycoplasma genitalium i dels enzims que els
produeixen va posar-se de manifest que I'expressio recombinant d’aquests en E.coli era complicada. Tanmateix,
s’havia desenvolupat un protocol que permetia obtenir GT-MG517, tot i que amb uns rendiments i un grau de puresa
que calia millorar si els objectius eren I'estudi cinétic de I'enzim i la seva cristal-litzacié [Andrés, E., Tesi Doctoral,
2007].

En 'esmentat protocol, que es recull en el punt 9.1.1 de la Part Experimental, GT-MG517 s’expressava a partir de
cél-lules d’E.coli BL21 DE3 transformades amb el plasmidi pET517HisC (Figura 4.1). En aquest plasmidi el gen
mg517 es troba sota el control del promotor T7 i incorpora a I'extrem C-terminal de la seqliéncia d’'aminoacids una
cua de 6 His per tal de facilitar-ne la purificacié per cromatografia d’afinitat. Previs a aquestes histidines, la

construccio afegeix dos aminoacids addicionals, els quals es marquen en color a la Figura 4.1.

La inducci6 de I'expressié de GT-MG517 tenia lloc després d’un xoc térmic. Aquest, que tenia 'objectiu de provocar
una situacié d'estrés cel-lular que causés I'expressié de les xaperones propies d’E.coli, s’havia demostrat necessari
per obtenir 'enzim soluble i disminuir la quantitat de proteina que quedava en forma d’agregats insolubles [Andrés,
E., Tesi Doctoral, 2007].

La proteina expressada es recuperava mitjangant la lisi cel-lular per sonicacié amb un tampd d’extraccio de
composicié 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 20% glicerol i una cromatografia d’afinitat per Ni. GT-MG517 s’eluia
amb diferents graons d'imidazole a partir d’'un tamp6 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 20% glicerol i 500 mM
imidazole, essent la fraccid considerada Optima aquella corresponent a una concentracié de 250 mM d'imidazole
(Figura 4.2).
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Nde 1(1)
/
MG517 / _T7 Promoter

Xho 1(5489)

HisTag
Avr 1l (5442)

7 Terminator 1. pET517HisC

6515 bp

bla (Ap)

Sequéncia GT-MG517 codificada pel vector pET517HisC:
MDKLVSILVPCYKSKPFLKRFFNSLLKQDLNQAKIIFFNDNVADETYEVLQKFKKEHNNLAIEVYCDKQNEGIGKV
RDKLVNLVTTPYFYFIDPDDCFNNKNVIKEIVESIKKEDFDLGVLKSMVYLCFLKHDFIIKFLPLKGIFQGRVKLINN
NNVNKLNYIKNNDQYIWNIVINTDFFRKLNLTFESRLFEDIPIWYPMFFSSQKIVFIDVIGTNYFIRNDSLSTTISAP
RYLNLIQCYEKLYVNLSQNGSLASFIDPNHKIEARFWRRQMFVWFALFSFEYFKKNFSESKKILEKLFVFLEKNG
VYERVFQTKNQGIYYIWVQRLKYFKHVLESKSDN! EHHHHHH

Figura 4.1. Disseny del plasmidi pET517HisC i seqiiéncia proteica que codifica.

Cromatograma purificacié
Analisi de les fraccions per SDS-PAGE
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Analisi del contingut lipidic de les fraccions
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® <« DGIcDAG
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«~————TGIcDAG
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Figura 4.2. Analisi de GT-MG517 obtinguda segons el protocol de purificacié desenvolupat en el
grup [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].

Els problemes que presentava aquest protocol d’expressio i purificacio per a GT-MG517 es resumeixen basicament
en tres punts:
e Obtencié d'una quantitat baixa de proteina. El rendiment d’un cultiu estandard es trobava al voltant dels
2 mg de proteina per litre de cultiu.
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e Puresa insuficient. A més, el fet de disposar de tan poca quantitat de proteina feia dificil I'acoblament d’un
altre métode de separacié a continuacid de la cromatografia d'afinitat.

e  Coelucié de la proteina amb lipids de membrana. Aquest punt es va comprovar realitzant una extraccié
amb cloroform/MeOH de les diferents fraccions de proteina eluides de la columna. Com es pot veure a la
TLC de la Figura 4.2, GT-MG517 coelueix amb dos dels seus productes de sintesi (DGIcDG i TGIcDG) i
diversos lipids de les membranes d’E.coli, fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilglicerol (PG) i cardiolipina
(CL). Aquest fet implicava I'existéncia de poblacions diferents de proteina, en funcié de la quantitat de
lipids que I'acompanyessin i explicava perqué en realitzar una cromatografia de bescanvi ionic, GT-MG517
apareixia en totes les fraccions, tal com si I'enzim existis en diferents formes, cadascuna amb un pl

caracteristic [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].

Aixi doncs era necessari el desenvolupament d'un metode d’expressié de la glicosiltransferasa que augmentés el
rendiment de producci6 de proteina soluble. Si s’aconseguia obtenir una quantitat més gran de proteina, podrien
realitzar-se més passos de purificacié en cas que fossin requerits i, per tant, es milloraria la puresa de GT-MG517.
Finalment, per tal de facilitar tots els processos de purificacié i aillar una poblacié de proteina homogénia, calia
eliminar els lipids acompanyants de la glicosiltransferasa. Amb aquestes premisses es va procedir al disseny d’un

nou métode d’expressio i purificacié de GT-MG517.

42  Coexpressié de GT-MG517 amb xaperones

En un treball anterior ja s’havia demostrat el requeriment de I'expressié de les xaperones d’E.coli per tal
d’'aconseguir disminuir la quantitat de GT-MG517 que s’expressava en forma d’agregats insolubles [Andrés, E., Tesi
Doctoral, 2007].

Les xaperones son proteines que participen en el procés de plegament de cadenes polipeptidiques de nova sintesi,
tot evitant interaccions hidrofobiques no productives i facilitant que les esmentades cadenes puguin adquirir la seva
estructura terciaria correcta. E.coli disposa de dos sistemes diferents de xaperones, el sistema DnaK (Hsp70) format
per DnaK i les seves co-xaperones DnaJ i GrpE, i el sistema GroEL (Hsp60) / GroES. L'expressié d’aquestes
proteines s'activa en situacions d'estrés cellular, com ara elevades temperatures, les quals poden afectar la
conformacié proteica. El seu funcionament es troba induit per ATP i es basa en generar canvis conformacionals
sobre estructures proteiques no natives, les quals adquireixen la seva estructura funcional mitjangant processos de
plegament/desplegament actuant com a substrats de les xaperones. La sobreexpressio d’una proteina recombinant
en E.coli pot superar les capacitats de les xaperones propies del microorganisme portant a 'acumulacié d’agregats
de la proteina recombinant en forma de cossos d'inclusié. Una bona manera de véncer aquest problema és la
sobreexpressio de xaperones paral-lelament a la sobreexpressié de la proteina d'interés [Kyratsous, C.A., et al,
2009].

Existeixen molts exemples en bibliografia on s’aplica aquesta metodologia per tal de millorar la quantitat de proteina
soluble que es recupera com a resultat d'una sobreexpressio en E.coli. En alguns casos, la coexpressid de les
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xaperones s'aconsegueix a partir de la cotransformacié de les cél-lules bacterianes amb dos plasmidis, un que
codifica pels gens de les xaperones i l'altre que ho fa per al gen de la proteina d'interés [Nishihara, K., et al, 2000;
Venkatesh, B., et al, 2004; Wang, J., et al, 2006; Yoon, S., et al, 2002; Paul, S. i Chaudhuri, T.K., 2007; Lee, H., et
al, 2004; Barroso, J., et al, 2003]. L'éxit d'aquesta estratégia passa perque els dos plasmidis utilitzats tinguin
diferents origens de replicacio, gens de resisténcia a diferents antibiotics i promotors induibles de forma compatible.
D’aquesta forma és possible cotransformar cel-lules d'E.coli, seleccionar aquelles que continguin els dos plasmidis i
controlar el procés dexpressio, tant de la proteina d’interés com de les xaperones, ja que un excés de
sobreexpressio pot afectar de forma negativa el creixement cel-lular i convertir-se en toxic per al microorganisme

productor.

Una estratégia diferent perd que s’ha demostrat igualment valida per a augmentar la quantitat de proteina
recombinant soluble recuperada, és la coexpressio amb xaperones en forma de proteines de fusié amb la proteina
d'interés [Ahn, T. i Yun, C., 2004; Kyratsous, C.A., et al, 2009]. En aquests casos, ambdos gens es troben en el
mateix plasmidi, fet que minimitza la disminucié en la velocitat de creixement que provoca en E.coli la presencia de

més d’un plasmidi a I'interior de les cél-lules.

Per tal d’aplicar-la a la sobreexpressio de GT-MG517 s’ha escollit la primera de les estratégies, és a dir, la
coexpressio de la glicosiltransferasa i un dels sistemes de xaperones d’E.coli, el sistema GroEL/GroES,
cotransformant cél-lules d'E.coli amb dos plasmidis: pET517HisC, el qual expressa GT-MG517 amb una cua d’'His a
I'extrem C-terminal i pGro7, un plasmidi comercial [Nishihara, K., et al, 1998] que expressa les xaperones GroEL i
GroES (Figura 4.3).

pACYC oni
pGro7
\ .\ (5.4 kbp)

araB
groES

groEL

Figura 4.3. Esquema del vector pGro7.

La compatibilitat d’'ambdds plasmidis és possible ja que posseeixen origens de replicacio i promotors diferents i
confereixen a les cél-lules que els contenen resisténcia a antibidtics també diferents, tal com es pot veure a la Taula
4.1. En el vector pET517HisC la induccié de I'expressié de la glicosiltransferasa té lloc mitjangant 'addicié d'IPTG,

mentre que en el vector pGro7 es controla a partir de I'addicié de L-arabinosa.

Taula 4.1. Caracteristiques dels plasmidis per a la coexpressié de GT-MG517 amb xaperones.

Plasmidi Gen Promotor  Marcador de seleccio  Origen de replicacio
pET517HisC mg517 T7 Ampicilina ColE1 (pBR322)
pGro7 groEL, groES araB Cloramfenicol P15A (pACYC)
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421 Comparativa de I'expressié de GT-MG517 amb i sense I'lis de xaperones

Per tal de quantificar la millora que representa la introduccié de la coexpressidé amb xaperones en I'expressio de GT-
MG517 soluble i funcional, s’ha comparat I'activitat especifica de dos extractes proteics provinents de dos cultius
diferents, A i B. En el primer d'ells (A), I'expressié de GT-MG517 s’ha dut a terme seguint del protocol anterior en el
qual s'induia I'expressié de les xaperones d'E.coli mitjancant un xoc térmic. En el segon cultiu (B), I'expressié ha
tingut lloc a partir de cél-lules d'E.coli cotransformades amb els dos plasmidis pET517HisC i pGro7 i que, per tant,
sobreexpressen tant la proteina d'interés com les xaperones GroEL i GroES. El protocol de creixement del cultiu B
és el descrit com a optim pel subministrador comercial de pGro7, ja que les condicions d'induccié d’aquest plasmidi

no han estat optimitzades.

Per tal de facilitar-ne la comparacio, a la Taula 4.2 es resumeixen les condicions de creixement i inducci6 dels

cultius Ai B. En els punts 9.1.11 9.1.2 de la Part Experimental es descriuen de forma més detallada.

Taula 4.2. Condicions de creixement i induccié per a I'expressi6é de GT-MG517.

Cultiu A - Xoc térmic Cultiu B — Coexpressio xaperones
Cél'lules BL21 DE3 transformades amb pET517HisC  Cél-lules BL21 DE3 transformades amb pET517HisC i pGro7
Creixement a 37 °C en LB Amp fins a OD = 0.3 Creixementa 37 °Cen LB Amp CmfinsaOD =04
Xoc térmic — 30 min 42 °C Induccié xaperones amb 0.2% L-arabinosa
- Incubacié 30 min a 37 °C
Induccié expressié GT-MG517 amb 1 mM IPTG Induccié expressié GT-MG517 amb 1 mM IPTG
Incubacié O/N a 20 °C Incubacié O/N a 30 °C

Els valors d’activitat especifica de GT-MG517 en extracte de cadascun dels cultius anteriors es mesuren mitjangant
I'assaig radiometric desenvolupat en la present tesi i descrit ampliament en el Capitol 5 “Estudi cinétic de I'activitat
enzimatica de GT-MG517”. A la Taula 4.3 es presenten els resultats obtinguts, pels quals es determina que, si bé la
quantitat de proteina total no varia significativament en els extractes, I'activitat especifica que es recupera pel cultiu
on GT-MG517 es coexpressa amb xaperones és practicament dues vegades superior que la que proporciona

I'extracte del cultiu sotmés a xoc térmic.

Taula 4.3. Comparativa d’activitat especifica.

[prot tot]sca Qesp-UDP-Gal u Uextracte
(mg/mL) (U/ Mgprot tot) extracte relatives
Cultiu A 89 0.131 291 57
Xoc térmic
XC””'“ B 95 0.216 5.14 100
aperones

Volum cultiu: 50 mL; volum extracte soluble: 2.5 mL; tamp6 d’extraccio: 20 mM
HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS i 10% glicerol; condicions assaig
d'activitat: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG,
12.5 mM DOPG, 1 mM UDP-'C-Gal, 4 ug proteina total i T=35 °C.

Aquest fet implica que la coexpressié de GT-MG517 amb les xaperones GroEL i GroES d’E.coli disminueix la
tendéncia de la proteina a formar agregats insolubles degut a I'associacié de zones hidrofobiques de la seqiiéncia

d’aminoacids. Per tant, més molécules d’enzim es troben plegades de forma correcta i son funcionals.

La disminucié de la quantitat de proteina present en la fracci6 insoluble s’ha comprovat mitjangant un gel de SDS-
PAGE (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Comparativa entre fraccions soluble i
insoluble dels cultius A i B.

Per una banda la coexpressié amb les xaperones d'E.coli augmenta la quantitat total de proteina GT-MG517 que
s'obté. De 'altra, augmenta també la fraccié d’aquesta que és solubilitzada pel tamp6 d’extraccid, tot disminuint els
agregats insolubles que es formaven amb el metode del xoc térmic. En el gel de la Figura 4.4 s'observa la
sobreexpressio de la xaperona GroEL (57.3 kDa) en la fraccié soluble del cultiu B, no aixi la de GroES, la qual pel

seu pes molecular (10.4 kDa) avanga amb el front d’eluci6 i surt fora del gel.

Davant dels resultats obtinguts, es conclou que la coexpressié de GT-MG517 amb les xaperones GroEL i GroES
millora de forma molt important, tant la quantitat total de glicosiltransferasa que es produeix com la fraccié d’aquesta

que pot ser solubilitzada pel tampé d’extraccié i es manté activa.

43  Detergents per a la solubilitzacio de proteines associades a membrana

Les proteines de membrana poden classificar-se com a monotopiques, bitdpiques i politdpiques, en funcio del tipus
d'interaccié que presentin amb aquesta estructura cel-lular. Les proteines monotopiques unicament interactuen amb
una de les capes de la bicapa lipidica, mentre que les bitdpiques i politbpiques tenen un 0 més segments que

s'expandeixen a través de la bicapa completa (Figura 4.5) [Blobel, G., 1980].

PROTEINA DE MEMBRANA MONOTOPICA PROTEINES DE MEMBRANA BITOPIQUES | POLITOPIQUES

Uy
Z
i

1 - interacci6 via hélix amfipatica

2 - interacci6 a través d’un loop hidrofobic 1 - proteina de membrana bitopica amb una a-hélix transmembrana
3 —interaccié via uni6 covalent amb un lipid de membrana 2 — proteina de membrana politopica amb tres a-hélix transmembrana
4 —interacci6 via unié electrostatica amb un lipid de membrana 3 — proteina de membrana politopica de tipus barril B

Figura 4.5. Esquema de les possibles interaccions proteina-membrana.
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Com ja s’ha comentat, s’han trobat evidéncies que in vivo GT-MG517 es troba associada a la membrana de
Mycoplasma genitalium i que quan s’expressa de forma recombinant en E.coli també s’associa a la bicapa lipidica
del microorganisme, ja que és en aquesta fraccié cellular on es detecta principalment I'activitat de sintesi de
glicolipids [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007].

Quan es realitzen analisis de la seqiiéncia proteica de la glicosiltransferasa mitjangant eines biocinformatiques
capces de predir dominis transmembrana, els resultats per a GT-MG517 son sempre negatius. Per tant, sembla que
la seva interacci6 amb la membrana hauria de donar-se d’alguna altra forma. En el cas de la MGIcDG sintasa
d'Acholeplasma ladlawii [Lind, J. et al, 2007] i de MPN483, la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae
homdloga a GT-MG517 [Rosén Klement, M. et al, 2007], es proposen com a punts d'interaccié aminoacids carregats

positivament, especialment Lys, presents en hélix amfipatiques de la seqiiéncia proteica.

En la prediccio d'estructura secundaria per a GT-MG517 que es presenta a la Figura 4.6 es detecta un elevat
nombre de Lys a la zona C-terminal de la proteina, les quals segons la prediccié formarien part d’'una llarga hélix
o Per tant, i per analogia a la hipotesi que s'aplica a les glicosiltransferases esmentades en el paragraf anterior, es
proposen aquestes hélix com a possibles punts d'unié entre la bicapa lipidica de la membrana plasmatica i la

glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium.

Prediccio d’estructura secundaria per a GT-MG517
realitzada per 3D-Jury (MetaServer, http://bioinfo.pl/meta/)

MDKL CYKSKPFLKRFFNSLLKQDLNQ DNVADETYEVLOKFKKEHNN DKON
EGIGKVRDKLVNLVTTP DPDDCFNNKNVIKEIVESIKKEDFD KS FLKHDFIIKFLP
LKGIFQGR INNNNVNKLNYIKNNDQYIWNIVINTDFFRKLNLTFESRLFEDIPIWYPMFESSQ

DVI RNDSLSTTISAPRYLNLIQCYEKLYVNLSQNGSLASFIDPNHKIEARFWRROMFVWFALF

SFEYFKKNFSESKKILEKLFVFLEKNGVYERVFQTKNQGIYYIWVQRLKYFKHVLESKSDN

En blau: fulles plegades 8
En vermell: hélix a
En verd: Lys situades en hélix a

Figura 4.6. Prediccid de I'estructura secundaria de GT-MG517.

Es ampliament coneguda la necessitat d'utilitzar detergents quan es treballa amb proteines de membrana, ja que
aquests actuen com a substituts de la bicapa lipidica i idealment mantenen la proteina d'interés plegada i funcional
[Rosenow, M. A., et al, 2002).

Ara bé, podria pensar-se que les proteines associades a la interficie de la membrana (monotopiques), com és el cas
de GT-MG517, han de ser més facilment manejables, en comparacié amb aquelles que es troben introduides
completament a la bicapa lipidica (bitdpiques i politopiques). Aquesta facilitat de treball es veuria reflectida en el
requeriment de quantitats inferiors de detergent per a solubilitzar-les i mantenir-les estables i amb una menor
tendéncia a formar agregats insolubles en el moment de ser expressades de forma recombinant en un organisme
com E.coli [Eriksson, H. M., et al, 2009]. No obstant, el nombre d'estructures de proteines monotopiques

cristal-litzades actualment (http://blanco.biomol.uci.edu/Membrane Proteins xtal.html - Membrane Proteins of

Known 3D Structure - Octubre de 2009) desmenteix aquesta hipotesi, ja que de les prop de 200 estructures
disponibles de proteines de membrana, només 18 sén de proteines monotdpiques (Figura 4.7).
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Proteines monotopiques

Proteines
transmembrana
tipus a-hélix

50.5 %

Proteines
transmembrana
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Figura 4.7. Estructures cristal-lines de proteines de
membrana. Font: Membrane Proteins of Known 3D
Structure, Octubre 2009.
http:/blanco.biomol.uci.edu/Membrane_Proteins_xtal.html

L'Us de detergents en el procés d'aillament d’una proteina associada a membrana és requerit des del moment de la
seva solubilitzacié de la membrana de I'organisme emprat per a la seva expressio, continua durant el procés de
purificacié i caracteritzaci6 funcional i es manté en totes les proves necessaries per al desenvolupament d'un
protocol de cristal litzacié satisfactori. Ara bé, és molt possible que un mateix detergent no sigui valid per a tots els
suposits descrits, ja que per a cada funcio es descriuen unes caracteristiques del detergent a utilitzar diferents i

relatives a les seves propietats fisico-quimiques.

Taula 4.4. Resum de les caracteristiques dels detergents emprats en el present treball.

Detergent Estructura quimica Naturalesa pm CMCaigua Nombre
cap polar (mM) agregacio
_ o.f/\v}u
Triton H.C n Noionic 625 02-09  100-150
x-100 HyC
Hye HuC CH.
HE oy, T i CHy Q
P S g i &
CHAPS R L 0 tHy  © zwitterionic 615 6 10
HeOn
HO

5 OCHZ{CH2jsCH3
0G OH No ionic 292 20-25 84

HO 1
OH CH
DM Ho...g f;,....o....b_é-“ﬂgc”a Noionic 483 16 69
Ho'  BH o HAE BH
HO HO
DDM s o Oy A EHEH Noionic 511 0.5 %
[m]
OH gH 0OH
CsEs CHy(CH3)eC “2{0/\«]‘0” Noionic 306 8 82
Fl

CHAPS:  3-[(3-colamidopropil)dimetilamoni]-1-propansulfonat; OG: octil-3-D-glucopirandsid; DM: decil- (-D-
maltopirandsid; DDM: n-dodecil- B-D-maltosid; CsEa: octiltetraoxietil-le
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No existeix un detergent universal que sigui capag d’aconseguir una solubilitzacié dptima per a totes les proteines
associades a membrana. Per aixd, el procediment més comu davant el repte de purificar una nova proteina és la
prova de diferents compostos. Dels multiples detergents que existeixen actualment al mercat, a la Taula 4.4 se’n

recullen les caracteristiques d’aquells que s’han usat al llarg del present treball.

Una classificacié molt habitual dels detergents és en funcié de la naturalesa del seu cap polar. Segons aquesta
caracteristica, es distingeixen detergents no ionics i detergents ionics. Aquests ultims, a més, poden dividir-se en
cationics, anionics i zwitteridnics. La naturalesa del cap polar del detergent influeix en la seva interaccié amb la
proteina a solubilitzar, mentre que I'allargada de la corresponent cadena alquilica (zona hidrofobica) determina dos
altres parametres també importants: la CMC (concentracié miscel-lar critica) i el nombre d’agregacio, els quals es
descriuen com la concentracié de detergent a la qual es produeix la formacié espontania de miscel‘les i el nimero

promig de molécules de monomer de detergent presents en una miscel-la, respectivament.

Ambdés parametres son clau en el procés de solubilitzacié d'una proteina associada a membrana. Quan en una
soluci6 la concentracié de detergent es troba per sota la seva CMC, les molécules s’organitzen com a monomers.
En el moment en el qual la concentracié de detergent iguala la CMC, de forma espontania les molécules passen a
organitzar-se en miscel-les, la mida de les quals ve determinada pel nombre d'agregacio. Si la concentracié de
detergent continua augmentant, la quantitat de miscel-les ho fa també mentre que el nimero de molécules de

detergent que existeixen com a mondmers s'estabilitza i iguala aproximadament a la CMC [Wiener, M. C., 2004].

Existeix un elevat consens a 'hora d’afirmar que per tal que un detergent pugui solubilitzar una proteina associada a
membrana, cal que la seva concentracié superi ampliament la seva CMC [Garavito, R. M. i Ferguson-Millers, S.,
2001; Wiener, M. C., 2004; Eriksson H. M., et al, 2009], en concret es recomana entre 10 i 20 vegades aquest valor.
A partir de la solubilitzacié de la proteina, aquesta passa a formar part dels anomenats complexos proteina-
detergent, els quals consisteixen en miscel-les de detergent que contenen molécules de proteina i que sén en
realitat I'entitat que es purifica i si s'escau, es cristal-litza. Aquests complexos conviuen en solucié amb mondmers
de detergent i miscel-les sense proteina. A més de la proteina d'interes, lipids pertanyents a la membrana d’'on ha
tingut lloc I'extracci6 de la proteina poden formar part de les miscel-les i sovint son elements clau per al procés de
cristal-litzacié [Wiener, M. C., 2004; Privé, G. G., 2007].

ﬁ
miscel-la de complex
detergent proteina-detergent

Figura 4.8. Representacié d’estructures miscel-lars.
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Existeix la creéncia erronia que una miscel-la és una estructura esférica en la qual les cues hidrofobiques de les
molécules de detergent es col-loquen mirant cap a l'interior, de manera que els caps polars es troben en contacte
amb l'entorn aquds. Actualment es coneix que les miscel-les sén asimetriques i que tenen superficies que es
podrien descriure com a rugoses, en les quals és possible trobar cues hidrofobiques que estan en contacte amb
I'entorn aqués [Garavito, R. M. i Ferguson-Millers, S., 2001]. Quan aquestes miscel-les acomoden una proteina
associada a membrana, les molécules de detergent envolten les zones hidrofobiques com si es tractés d'un cinturd
(Figura 4.8).

El poder d'extraccid o solubilitzacié d’'una proteina associada a membrana per part d'un detergent depén de
parametres intrinsecs a la propia molécula, com la CMC o la naturalesa del seu cap polar, perd també de propietats
del medi com ara la forga idnica o de la presencia d'altres compostos que poden actuar com a co-solubilitzadors, un

exemple dels quals seria el glicerol.

4.3.1 Selecci6 d’un detergent adequat per a I'extraccié de GT-MG517

Com ja s’ha comentat, no tots els detergents sén valids com a agents solubilitzadors i cada proteina requereix un
seguit de proves per tal de trobar aquell que millor 'extregui de la membrana de I'organisme que la produeix. En
bibliografia existeix consens a I'hora d'anomenar els detergents més exitosos en el procés de cristal-litzacio de
proteines de membrana. Aquests sén: LDAO (N,N-dimetildodecilamina-N-oxid), OG (n-octil-B-D-glucopirandsid),
CsE4 (octiltetraoxietil-18), DM (n-decil-B-D-maltopirandsid) i DDM ((n-dodecil-B-D-maltopiranésid) [Privé, G. G., 2007].
Ara bé, no esta tan clar quins son els més recomanables per al procés de solubilitzaci. Els anteriorment citats sén
utilitzats en alguns casos, perd cal sumar-hi també altres detergents com Triton x-100 i CHAPS (3-[(3-

colamidopropil)dimetilamoni]-1-propansulfonat), els quals sén més assequibles econdmicament.

Taula 4.5. Exemples de proteines cristal-litzades solubilitzades amb Triton x-100 o CHAPS.

Detergent usat

Detergent Proteina enla Gllce.rgl !/0 Ref. bibliografica
e s forca idnica
solubilitzacié
Receptor GABA
(receptor de I'acid y- 2% 200 MM KCI  Sato, T. N. i Neale, J. H., 1989
aminobutiric tipus A)
. Receptor de prostaglandina E1 0.05 % . Dutta-Roy, A. K. i Sinha, A. K., 1987
Triton i prostaciclina
x-100 Receptor de prolactina 1% - Okamura, H., et al, 1989
Receplor de [a rasferting 1% 150 mM NaCl ~ Turkewitz, A. P., et al, 1988
umana
Reoeptor de la nsuina 29% - Fujita-Yamaguchi, Y. i Harmon, J. T., 1988
umana
Receptor del murine
granulocyte colony-stimulating 8 mM 150 mM NaCl  Fukunaga, R., et al, 1990
factor
Receptor de neurotensina 0.6 % 10 % glicerol  Mazella, J., et al, 1989
CHApg  Dossible receptor de 10 mM 20 % glicerol  He, H., et al, 1989
somatostatina
YT
Receptor d'adenosina A1 02% 10% glicerol v\ \ehi. R i Linden, J., 1989

100 mM NaCl

Receptor de la globulina

d'unié d'hormones sexuals 25-100 mM 10 % glicerol ~ Hryb, D. J., et al, 1989
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A la Taula 4.5 es presenten alguns exemples de proteines de membrana I'estructura tridimensional de les quals ha
estat elucidada mitjangant raig-x i en el seu procés d’extraccid/solubilitzacié s’ha emprat Triton x-100 o CHAPS.
Com es pot veure en alguns dels processos d'extraccio es combina l'accié del detergent amb concentracions
elevades de glicerol i una determinada forga ionica. Cal tenir en consideracid, perd, que en tots els casos la
purificacié no té lloc a partir d'una expressié recombinant en un hoste com E.coli, sind que les proteines es

recuperen a partir de membranes de cél-lules eucariotes.

Per a glicosiltransferases que sintetitzen glicolipids, més proximes a GT-MG517, si bé cap d'elles ha estat
cristal-litzada fins al moment, també s’han desenvolupat protocols d’extracci6. Alguns exemples es resumeixen en la
Taula 4.6.

Taula 4.6. Exemples de processos de solubilitzacié de glicosiltransferases que sintetitzen glicolipids.

Detergent Glicerol ilo
Proteina usat en la Ref. bibliografica

..., forcaionica
solubilitzacio G

15 mM 500 mM NaCl
CHAPS 20 % glicerol

MGIcDG sintasa d’Acholeoplasma
ladlawii

(produccié recombinant en E. coli)
DGIcDG sintasa d'Acholeoplasma

Eriksson, H. M., et al, 2009

Jadlawii 30mM o0 0, glicerol  Vikstrém, S., et al, 1999
L . . CHAPS

(obtencid a partir del micoplasma)

MPN483 de Mycoplasma 30 mM

pneumoniae 20 % glicerol  Rosén Klement, M., et al, 2007
” . . CHAPS

(obtencid a partir del micoplasma)

MPN483 de Mycoplasma

pneumoniae 15 mid SOOOmM. NaCl Rosén Klement, M., et al, 2007

o . ) CHAPS 20 % glicerol

(producci6 recombinant en E.coli)

MGDG sintasa de cogombre . : Shimojima, M., et al, 1997

(producci6 recombinant en E.coli)

MGDG sintasa d’espinac 6 mM .

(producci6 recombinant en E.coli) CHAPS Botté, C., ef al, 2005

Glicosiltransferasa

d'Agrobacterium tumefaciens - 7 % glicerol  Holzl, G., et al, 2005a

(producci6 recombinant en E.coli)

Com es pot veure en aquests casos el detergent predominant és CHAPS i la presencia del glicerol i d'una elevada
forga ionica es déna en la major part de protocols, si bé també existeixen excepcions com el cas de la MGDG
sintasa de cogombre, la qual és extreta de la membrana de cél-lules d’E.coli per un tampd que Unicament conté
MOPS i DTT, pero cap agent solubilitzant [Shimojima, M., et al, 1997].

Taula 4.7. Exemples de processos de solubilitzacio de glicosiltransferases.

Detergent
Proteina usaten la Altres components del tampé Ref. bibliografica
solubilitzacié
B-1,3-glucosiltransferasa 04 9%
(sintesi O-antigen 56 i 152 i R PBS Brockhausen, I., et al, 2008
X riton x-100
d'E.coli)
a-1,6-fucosiltransferasa de cervell 05% 20 mM fosfat pH 7, 50 mM KCI, 5 mM Uozumi. N.. et al. 1996
porci friton x-100  EDTA o ’
Heptosiltransferasa | 1% .
(sintesi del LPS d'E.col) triton x-100 50 MM HEPES pH 7.5 Kadrmas, J. L. i Raetz, C., 1998
oa-galactosiltransferasa de 2% 25 mM PIPES pH 7, 5 mM MnClz, 5 Pingel, S., et al, 1999
Trypanosoma brucei triton x-100  mM MgCl2, 1 mM DTT e
Manosiltransferasa (sintesi LPS 1% .
de R. lequminosarum) triton x-100 50 MM HEPES pH 7.5 Kanipes, M. I., et al, 2003
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Els processos de solubilitzacié d'altres glicosiltransferases no relacionades amb la sintesi de glicolipids també
inclouen detergents, tal com es mostra en la Taula 4.7, perd en aquest cas predominen els enzims solubilitzats amb
Triton x-100, sense glicerol i amb forces ioniques relativament baixes. Cal dir que no per totes les proteines llistades

s’ha demostrat la seva uni6 a la membrana plasmatica, fet que explicaria la seva relativa facilitat d’extraccio.

Per tal d’establir la composicié d'un tampd que sigui capag d’extreure GT-MG517 de les membranes de les cel-lules
d’E.coli que s'utilitzen com a organisme d'expressio per a la proteina, es proven 4 tampons d’extraccié diferents, la

composicio dels quals es detalla a la Taula 4.8.

Taula 4.8. Composicid dels diferents tampons d’extraccié provats per a
GT-MG517.
Tampo Composicid
A 20 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 5% glicerol, 0.5% triton x-100
B 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS, 10% glicerol
C 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 20% glicerol
D 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl

Els tampons A i B combinen un detergent, Triton x-100 en el tampé A i CHAPS en el tampd B, glicerol i una elevada
forga ionica per tal de solubilitzar GT-MG517. Daltra banda, el tamp6 C unicament disposa de glicerol (tamp6
d’extraccié del protocol anterior a la coexpressio amb xaperones) i el tampé D encara és més reduit i només compta

amb una elevada forga ionica.

La tria del millor tampé de solubilitzacié per a GT-MG517 es realitza mitjangant la comparacié dels valors d’activitat
especifica que proporcionen els extractes proteics obtinguts amb cadascun dels tampons. Els esmentats valors
d’activitat s'obtenen a partir de I'assaig radiométric desenvolupat en la present tesi i descrit ampliament en el Capitol
5 “Estudi cinétic de I'activitat enzimatica de GT-MG517”. Per a cada tamp0, 'obtencio de I'extracte es fa a partir del

protocol descrit en el punt 9.1.2 de la Part Experimental.

Ala Taula 4.9 es presenten els resultats obtinguts.

Taula 4.9. Comparativa d’activitat especifica per als diferents
tampons d’extraccio.

P [prot tot]sca @esp-UDP-Gal Uextracte
Tampo (mg/mL) (U/mgprot tot) Uertract relatives
A 6.3 0.17 2.68 64
B 7.0 0.24 4.20 100
C 4.1 0.08 0.49 12
D 2.9 0.09 0.39 9

Volum cultiu: 50 mL; volum extracte: 2.5 mL; condicions assaig d’activitat: 20
mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM
DOPG, 1 mM UDP-"*C-Gal, 3 - 4 ug proteina total i T=35 °C.

La concentraci6 de proteina total present en cada extracte proporciona una idea sobre el poder extractor general del
tampd, ja que en el valor que s'obté es troben incloses totes les proteines d'E.coli solubilitzades, a més de
GT-MG517. L'activitat especifica permet quantificar la preséncia de la glicosiltransferasa en els extractes, ja que
I'activitat mesurada prové Unicament de la seva acci6. Finalment, la combinacié dels dos parametres es materialitza

en les unitats enzimatiques totals que hi ha en I'extracte. Es aquest valor el que permet establir quin és el millor
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tampé per a solubilitzar GT-MG517, ja que permet avaluar conjuntament el tampd que més proteines extreu i que

d’'aquestes, la predominant sigui la d'interes.

Aixi doncs, és clar que la combinaci6 de forga idnica, glicerol i un detergent és basica per a l'extraccié de
GT-MG517. Pel que fa al millor detergent, el tampd amb CHAPS aconsegueix millors resultats, tot i que no es pot
descartar el Triton x-100. Per tant, es decideix desenvolupar protocols de purificaci6 amb ambdds detergents per

separati al final avaluar quin permet la millor purificacié de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium.

4.4  Purificacié de GT-MG517 mitjangant la seva solubilitzacié amb Triton x-100

En aquest punt es detallen els experiments realitzats per tal d’aconseguir la purificacié de la glicosiltransferasa

GT-MG517 de Mycoplasma genitalium emprant tampons d’extraccié amb base el detergent Triton x-100.

441 Seleccio del millor tampé de solubilitzacié amb base Triton x-100

Si bé s’ha establert anteriorment que un tampd que combina Triton x-100 i glicerol és capag¢ de solubilitzar
GT-MG517 i mantenir-la funcional en solucio, es realitza una tria entre diferents tampons que contenen
combinacions d'ambdds compostos per tal de comprovar quin dells extreu una quantitat major de

glicosiltransferasa. La composici6 de cadascun d’aquests tampons es recull a la Taula 4.10.

Taula 4.10. Composicié dels diferents tampons d’extraccié amb base
Triton x-100 provats per a GT-MG517.
Tampé Composicioé
A 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 0.5 % wiv Triton, 10% glicerol
B 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 0.5 % w/v Triton
C 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 1 % wlv Triton

La capacitat extractora de cada tampd s'avalua a partir de la quantitat de proteina GT-MG517 soluble que es
recupera del pellet cellular provinent d’un cultiu de 10 mL de cél-lules d’E.coli BL21 DE3 cotransformades amb els
plasmidis pET517HisC i pGro7 i induides segons el protocol 9.1.2 de la Part Experimental. En el mateix protocol

s’explica el procediment d’extraccio.

Per a cada tampd, les fraccions soluble i insoluble es visualitzen en un gel de SDS-PAGE (Figura 4.9). Com a
control negatiu es treballa amb cél-lules d’E.coli transformades igualment amb pGro7 i amb pET-44b(+), el vector

sense el gen mg517.

Segons la intensitat de les bandes de GT-MG517 que s’aprecien en el gel de SDS-PAGE, I'extracci6 de la proteina
és equivalent en els tres tampons provats, si bé podria intuir-se una major quantitat de glicosiltransferasa en el
tampd B. Es per aquest motiu que s’escull com a tampd inicial per a les proves d’expressié i purificacié a escala d'un

litre de cultiu.
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control mostra control mostra
O/N O/N O/N O/N
st st
ABCABC on M ABC A BC on

- «— proteina 68kD

- «— GroEL 57kD
<«— GT-MG517 42 kD

Fraccié soluble Fraccié insoluble

Figura 4.9. Resultats de I'experiment d’extracci6 amb tampons amb base Triton x-100. La
proteina de 68 kDa prové del vector pET-44b(+), control negatiu de I'experiment.

442  Purificacié de GT-MG517 solubilitzada amb Triton x-100 mitjangant cromatografia d’afinitat

La purificaci6 de GT-MG517 té lloc inicialment a partir d'un litre de cultiu de cél-lules d'E.coli BL21 DE3
cotransformades amb pET517HisC i pGro7 crescut i induit segons el protocol descrit en el punt 9.1.3 de la Part
Experimental. En el mateix protocol es descriu la solubilitzacié de la proteina amb el tampd de composicié 50 mM

fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 0.5 % trit6 escollit en I'apartat anterior.

L'aillament de GT-MG517 té lloc per cromatografia d’afinitat per Ni, tal com es detalla en el protocol 9.2 de la Part
Experimental. El tampé d’elucié consta de 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % trit6 i 500 mM imidazole i I'elucid

es realitza a partir de graons de diferents concentracions d'imidazole (Figura 4.10).

Cromatograma purificaci6
Analisi de les fraccions per SDS-PAGE

----------- -9
500 mM

Analisi del contingut lipidic de les fraccions

£

| Figura 4.10. Analisi de GT-MG517 obtinguda amb el tampé d’extraccié amb base Triton x-100.
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D’'una banda s’observa la major quantitat de GT-MG517 que es recupera en el procés, en comparacié amb la que
s'obtenia en el protocol antic del grup, el qual no treballava ni amb xaperones ni amb cap detergent en I'extraccio
(veure Figura 4.2). De laltra, no es detecta la presencia de lipids que acompanyin la proteina després de la
purificaci6. En aquest sentit, es pot afirmar que el Triton x-100 és capag de desplacar els lipids de membrana que
puguin trobar-se associats a GT-MG517. No obstant aixd, I'elucié de la proteina a diferents concentracions

d’imidazole fa pensar que existeixen diferents poblacions d’aquesta, amb diferents afinitats per la columna de Ni.

Les fraccions eluides amb 250 i 500 mM imidazole es combinen i se sotmeten a dialisi contra un tamp6 de
composicié 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 0.5 % Triton x-100. La proteina aixi dialitzada precipita, segurament
degut a la necessitat de substituir la for¢a idnica de I'imidazole eliminat per algun altre compost que mantingui
GT-MG517 en solucié.

Per aquest motiu es decideix incloure una certa quantitat de glicerol en el tamp6 de solubilitzacié. D’altra banda, i
amb l'objectiu de disminuir la quantitat de proteines que s'uneixen inespecificament a la columna de NiZ*, s’inclou
també una certa quantitat d'imidazole a I'esmentat tampd, el qual queda amb una composicié final de 50 mM fosfat
pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100, 5 % glicerol i 20 mM imidazole.

Un segon canvi que s'introdueix, a part dels nous components del tampd, és en el procediment d’elucio, el qual es
realitza seguint un gradient de 0 a 500 mM d'imidazole en substitucié dels graons anteriors, amb l'objectiu de

millorar la puresa de la proteina aillada.

A la Figura 4.11a es presenta I'analisi de GT-MG517 solubilitzada amb el tampé 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl,
0.5 % Triton x-100, 5 % glicerol i 20 mM imidazole i eluida de la columna d’afinitat mitjangant el gradient esmentat

abans.

Cromatograma purificaci6 i analisi de les fraccions per SDS-PAGE
Impureses de GT-MG517

| e o e després IMAC

|

M A10 A1l A12 B12B11B10 B9 B8 B7
p . ‘ - J)— Impuresa 1

W «<— GT-MG517

“ <—— Impuresa?2

SDS-PAGE

s 2 0

Figura 4.11a. Analisi de GT-MG517 obtinguda amb el tamp6 Triton x-100 /

Figura 4.11b. Impureses que acompanyen

glicerol. GT-MG517 després de IMAC.

S'observa com, tot i I'aplicacié del gradient, no s'aconsegueix recuperar la glicosiltransferasa sense impureses. Les
fraccions que es visualitzen en el gel de la Figura 4.11a es combinen i es dialitzen contra un tampé de contingut
50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100 i 5 % glicerol. En aquest cas la proteina es manté en solucid i

la seva quantificacio a partir del métode de Lowry (Protocol 9.6.1 de la Part Experimental) proporciona una
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concentracio pel millor batch de 1.4 mg/mL, la qual implica un rendiment del cultiu de 40 mg de GT-MG517 per litre
de cultiu. La concentracié de 'esmentada proteina mitjangant un centricon (Centriprep 30 kD de cut off de Millipore)

no permet superar, pero, la concentracié de 2 mg/mL, limit en el qual la proteina precipita.
4421 Identificacié per MALDI de les impureses que coelueixen amb GT-MG517

A la Figura 4.11b es presenta la proteina resultant del procés de concentracié, acompanyada per dues impureses,
les quals s'extreuen del gel de SDS-PAGE i se sotmeten a digestio triptica per tal d’analitzar-ne els fragments
peptidics per MALDI-TOF i establir-ne la identitat. Mitjancant la comparacié de la intensitat de les bandes de
cadascuna de les proteines en I'esmentat gel, s'estableix que la Impuresa 1 representa aproximadament un 60 %
respecte la quantitat de GT-MG517 present a la mostra, mentre que la Impuresa 2 en representa aproximadament
un 40 %.

Els resultats de l'analisi per MALDI-TOF de les impureses que co-purifiquen amb GT-MG517 revelen que
I'anomenada Impuresa 1 en la Figura 4.11b es tracta de la xaperona d'E.coli GroEL, mentre que la descrita com a

Impuresa 2 és identificada com una peptidil-prolil cis-trans isomerasa (veure Figura 4.12).

Identificacié GT-MG517 — 41946.6 D

1 MDKLVSILVP CYKSKPFLKR FFNSLLKQDL NQAKIIFFND NVADETYEVL
51 OQKFKKEHNNL AIEVYCDKQN EGIGKVRDKL VNLVTTPYFY FIDPDDCFNN
101 KNVIKEIVES IKKEDFDLGV LKSMVYLCFL KHDFIIKFLP LKGIFQGRVK
151 LINNNNVNKL NYIKNNDQYI WNIVINTDFF RKLNLTFESR LFEDIPIWYP
201 MFFSSQKIVF IDVIGTNYFI RNDSLSTTIS APRYLNLIQC YEKLYVNLSQ
251 NGSLASFIDP NHKIEARFWR RQMFVWFALF SFEYFKKNFS ESKKILEKLF
301 VFLEKNGVYE RVFQTKNQGI YYIWVQRLKY FKHVLESKSD N

en vermell: péptids identificats (21 % de la seqiiéncia)

Identificacié impuresa 1 — 54415 D - GroEL

1 VKFGNDAGVK MLRGVNVLAD AVKVTLGPKG RNVVLDKSFG APTITKDGVS
51 VAREIELEDK FENMGAQMVK EVASKANDAA GDGTTTATVL AQAIITEGLK
101 AVAAGMNPMD LKRGIDKAVT VAVEELKALS VPCSDSKAIA QVGTISANSD
151 ETVGKLIAEA MDKVGKEGVI TVEDGTGLQD ELDVVEGMQF DRGYLSPYFI
201 NKPETGAVEL ESPFILLADK KISNIREMLP VLEAVAKAGK PLLIIAEDVE
251 GEALATAVVN TMRGIVKVAA VKAPGFGDRR KAMLQDIATL TGGTVISEEI
301 GMELEKATLE DLGQAKRVVI NKDTTTIIDG VGEEAAIQGR VAQIRQQIEE
351 ATSDYDREKL QERVAKLAGG VAVIKVGAAT EVEMKEKKAR VEDALHATRA
401 AVEEGVVAGG GVALIRVASK LADLRGQONED QNVGIKVALR AMEAPLRQIV
451 LNCGEEPSVV ANTVKGGDGN YGYNAATEEY GNMIDMGILD PTKVTRSALQ
501 YAASVAGLMI TTECMVTD

en vermell: péptids identificats (40 % de la seqiiéncia)

Identificacié impuresa 2 — 20840 D — peptidil-prolil cis-trans isomerasa

1 MKVAKDLVVS LAYQVRTEDG VLVDESPVSA PLDYLHGHGS LISGLETALE
51 GHEVGDKFDV AVGANDAYGQ YDENLVQRVP KDVFMGVDEL QVGMRFLAET
101 DQGPVPVEIT AVEDDHVVVD GNHMLAGQNL KFNVEVVAIR EATEEELAHG
151 HVHGAHDHHH DHDHDGCCGG HGHDHGHEHG GEGCCGGKGN GGCGCH

en vermell: péptids identificats (50 % de la seqiiéncia)
en blau: zona rica en histidines

Figura 4.12. Identificacié per digestio triptica /| MALDI-TOF de les impureses que co-
purifiquen amb GT-MG517.
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La co-elucié de GroEL amb la proteina d'interés es troba descrita en bibliografia per a processos d’expressid i
purificacié en els quals, com en el cas del present treball, s'empra la xaperona per tal de facilitar el plegament de la
proteina a recuperar [Rohman, M. i Harrison-Lavoie, K., 2000; Barroso, J., et al, 2003; Lee, H., et al, 2004;
Venkatesh, B., et al, 2004; Farkas, T., et al, 2006; Wang, J., et al, 2006]. Tot i que en alguns casos I'eliminacié de la
xaperona no és possible perque es troba formant algun tipus de complex irreversible amb la proteina d'interés, en

d'altres la seva separaci6 és possible mitjangant una cromatografia de bescanvi idnic.

Ara bé, la forma més habitual d’eliminacié de GroEL és a partir d’'un protocol que combina ATP i un extracte de
proteines bacterianes desnaturalitzades. El fonament en el qual es basa I'esmentat procediment és que en la funcié
natural de GroEL d’assistencia al plegament de cadenes polipeptidiques, la unid amb aquestes es troba regulada
per ATP. De fet, la unié del nucledtid a la xaperona disminueix la seva afinitat per la proteina que s’esta plegant.
Aquesta pérdua d'afinitat encara es fa més pronunciada davant la preséncia de GroES, o en el seu defecte, d'altres
proteines bacterianes desnaturalitzades [Rohman, M. i Harrison-Lavoie, K., 2000]. Aixi doncs, si la presencia de
GroEL impurificant la mostra final de GT-MG517 és deguda a I'existéncia encara d'afinitat entre la xaperona i la
glicosiltransferasa, el tractament amb ATP hauria de facilitar I'eliminacié de GroEL. No obstant, 'aplicacit del
protocol descrit en bibliografia no déna resultats satisfactoris, indicant que la preséncia de la xaperona no s'explica

per una interaccié amb GT-MG517 derivada del procés de plegament.

D'altra banda, la preséncia de la segona de les impureses, la peptidil-prolil cis-frans isomerasa, en la mostra final de
GT-MG517 té la seva explicacio en la zona extremadament rica en His que es troba a la part C-terminal de la
proteina (marcada en blau a la Figura 4.12), la qual li provoca un comportament semblant al d’'una proteina amb una

cua d’His, com és el cas de la glicosiltransferasa d'interés.

En un intent de purificar les impureses que acompanyen a GT-MG517 després de la cromatografia d'afinitat, es
pensa en una cromatografia de bescanvi ionic, ja que per a la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium es
prediu un punt isoelectric (pl) anormalment elevat de 9.2 i les dues impureses tenen pl al voltant de 5. Tot i aquesta
diferéncia no s’aconsegueix I'esperada separacid, fet que permet formular la hipdtesi que les tres proteines formen

un complex juntament amb el detergent que les acompanya i que evita la seva separacio.

Cal dir, pero, que ja que la quantitat de GT-MG517 present en la mostra és forga superior en comparacié amb la de
les impureses, és més probable la formacié de complexos entre diverses molecules de glicosiltransferasa que entre

aquesta i alguna de les proteines no desitjades. Tanmateix, aquesta opcié no pot descartar-se.

443  Aplicacio de la cromatografia de gel-filtracio a la purificacio de GT-MG517

Una técnica molt emprada per a la visualitzacié dels complexos proteina-detergent que es formen en processos
d'extraccié d’'una proteina de membrana o associada a ella és la cromatografia de gel-filtracié o d’exclusié molecular
[Wiener, M. C., 2004; Eriksson, H. M., et al, 2009], la qual permet establir si 'esmentada proteina es troba com a
mondmer o forma estructures supramoleculars amb d'altres proteines mitjangant I'avaluacio del seu pes molecular

en solucio.
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Amb l'objectiu de conéixer si GT-MG517 forma agregats de diverses unitats de proteina o complexos amb les seves
dues impureses 0 si, per contra, les tres proteines poden separar-se en funcié de la seva mida, es decideix aplicar la
cromatografia de gel-filtracié a les mostres de glicosiltransferasa que s'obtenen després de la cromatografia d'afinitat

explicada en el punt anterior.

4.4.31 Cromatografia de gel-filtracié6 amb tampons amb base Triton x-100

Per a la cromatografia de gel-filtraci6 s'utilitza una columna Superdex™ 200 10/300 GL de GE Healthcare ja pre-
empaquetada, amb capacitat de separaci6 de 10 a 600 kD i un flux de 0.5 mL/min per assegurar una bona resolucié.
Les mostres amb les quals es treballa tenen un perfil proteic com el de la Figura 4.11b i es troben en un tamp6 de
composiciéd 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100 i 5 % glicerol. Inicialment aquest mateix tamp6 és

el que s'empra per eluir la columna de gel-filtracié (Protocol 9.3 de la Part Experimental).

A la Figura 4.13 es presenta el cromatograma resultant. EI pes molecular que s'associa a cadascun dels pics que es
distingeixen resulta de la calibracié feta de la columna amb proteines de pes molecular conegut (BSA i DNAsa I) en
el mateix tampd d’eluci6. Tal com s'aprecia, dos dels pics sén directament adjudicables al Triton x-100, ja que
I'elucié per la mateixa columna d’una mostra d’'una solucié de composicié 4 % en el detergent genera els mateixos
pics (cromatograma petit Figura 4.13). Sembla, doncs, que el Triton x-100 no és un detergent adequat per a
cromatografies de gel-filtracio, ja que ell sol forma estructures supramoleculars, probablement agregats de

miscel-les, que sén susceptibles de ser separats per la columna.

Cromatograma gel-filtracio dissolucio 4% Triton x-100

Cromatograma gel-filtracié mostra
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Figura 4.13. Resultats de la cromatografia de gel-filtracié sobre GT-MG517 en un tampé amb Triton x-100.
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A part d'aix0, els resultats confirmen la hipotesi de I'existéncia d’agregats de GT-MG517, ja que no s’observa cap pic
de pes molecular associable al mondmer de la glicosiltransferasa (42 kD). En canvi, el pic de 129 kD podria

correspondre a un hipotétic trimer de la proteina.

Es necessari un canvi de detergent que permeti substituir el Triton x-100 per un altre compost que faciliti Iaillament
de la glicosiltransferasa com a monomer. En aquest cas, s'escullen detergents de tipus alquil glicdsid, ja que sén els
que tenen una taxa d’éxit superior en els protocols de cristal-litzacio, degut a la seva capacitat d’obtenir solucions

homogenies de complexos proteina-detergent cristal-litzables.

4432 Cromatografia de gel-filtracié amb detergents del tipus alquil glicosid

Els detergents escollits per a realitzar les proves de cromatografia de gelfiltraci6 son: OG (n-octil-B-D-
glucopiranosid), DM (n-decil-B-D-maltopiranosid), DDM (n-dodecil-B-D-maltopiranosid) i CsE4 (octiltetraoxietil-le). Els

tres primers sén del tipus alquil glicosid, mentre que I'Gltim d’ells forma part de la familia dels polioxietil-lens.

Pel que fa a la concentracié de cadascun d’ells es decideix treballar amb una equivalent a la meitat de la CMC del
detergent. Cal tenir en compte que la cromatografia de gel-filtracié dilueix ampliment les mostres. Per aquest motiu
un pas posterior obligat gairebé sempre és una concentracio, la qual a més de concentrar la proteina d'interés,
concentra el propi detergent. Una concentracié massa elevada d’aquest compost podria portar a la desnaturalitzacio
de la proteina, amb la seva conseqlient precipitacié [Wiener, M. C., 2004]. Per aquest motiu, és convenient iniciar el
procés de separacid amb la quantitat més petita possible de detergent que mantingui soluble GT-MG517. Aixi

doncs, la composicié final dels tampons que s’usaran és la que es recull a la Taula 4.11.

Taula 4.11. Composicid dels diferents tampons per cromatografia de gel-
filtracio amb base detergents de tipus alquil glucosid.
Tampo Composicid
0G 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 12.5 mM OG
DM 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 0.8 mM DM
DDM 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 0.075 mM DDM
CsE4 500 mM NaCl, 50 mM fosfat pH 7, 5 % glicerol, 4 mM CsEq4

El primer pas necessari és I'eliminacié del Triton x-100 de les mostres de GT-MG517, les quals s'obtenen a partir del
procediment descrit fins al moment i consistent en: extraccié amb el tampd 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 %
Triton x-100, 5 % glicerol i 20 mM imidazole, purificacid per cromatografia d’afinitat amb un gradient d'imidazole i

dialisi final contra un tampéd de composicié 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100 i 5 % glicerol.

El Triton x-100 forma miscel-les molt grans, ja que t& un valor de CMC molt baix (veure Taula 4.4). Per aquest motiu
la seva eliminaci6 mitjangant dialisi no és factible. Aixi doncs, es decideix realitzar el canvi de detergent a partir de la
immobilitzacié de GT-MG517 de nou a una columna d’afinitat i portant a terme la seva eluci6 ja amb el nou tampo, el
qual porta en cada cas el detergent escollit (Protocol 9.5 de la Part Experimental). El pas final que produeix les
mostres que es carregaran a la columna de gel-filtracié és una dialisi per tal d’eliminar I'imidazole contra els tampons
llistats en la Taula 4.11. Les concentracions de GT-MG517 que es recuperen en cada cas es troben entre 1.3 1.6

mg/mL.
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La columna de gelfiltracié que s'empra en aquest cas també és una Superdex™ 200 de GE Healthcare pre-
empagquetada, perd del model PC 3.2/30, d’'un volum de columna molt inferior que l'utilitzada amb les mostres amb
Triton x-100, fet que permet la realitzacié d'injeccions d’'un volum de 10 uL de mostra. S’ha usat un flux de 0.3

mL/min, el qual s'espera que pugui separar GT-MG517 de les impureses que I'acompanyen (Protocol 9.3 de la Part

Experimental).
Cromatograma gel-filtracid
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Figura 4.14. Superposicio dels cromatogrames resultants de les columnes de gel-filtracié6 amb tampons amb
base de detergents del tipus alquil glicosid.

A la Figura 4.14 es presenta la superposicié dels cromatogrames obtinguts per a cadascuna de les columnes de gel-
filtracié realitzades. S’observa en tots els casos la preséncia d’agregats solubles de pes molecular molt gran formats
per GT-MG517 i les seves impureses. Unicament amb dos dels detergents provats, OG i CsEs, és possible distingir
monomers de la glicosiltransferasa, tal com es marca amb una linia en 'esmentada Figura 4.14. No obstant, es
considera que OG és el detergent més adequat, ja que en comparacié amb CsEs4, redueix la presencia d’agregats
d'alt pes molecular. Per tal, perd, d’'augmentar la proporcié de monomers de GT-MG517 és necessari augmentar la

concentracio de detergent present en el tampo.

A tal efecte, es preparen mostres de GT-MG517 amb diferents concentracions del detergent OG superiors en tots
els casos a la del tamp6 provat en la cromatografia de gel-filtracié anterior (12.5 mM). La CMC per a OG es troba
entre 20 — 25 mM (veure Taula 4.4). Ja que és necessaria una concentracié superior a 12.5 mM, perd no es coneix
quin efecte tindra augmentar aquest valor per sobre de la CMC, es preparen quatre mostres diferents amb les
segulents concentracions de OG: 17 mM (valor inferior a CMC), 20 mM (valor equivalent a la CMC), 30 mM i 50 mM

(ambdés valors superiors a CMC).
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El procediment per a l'obtencié de les mostres és el mateix que el seguit anteriorment per canviar el tampé de Triton
x-100 en el qual es troba GT-MG517 al final de la cromatografia d'afinitat; és a dir, nova immobilitzaci6 a la resina de
Ni2* de la proteina, rentat del Triton x-100 amb un tamp6 sense detergent (50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 5 %
glicerol) i elucio amb el tampd que ja conté el detergent OG amb la concentracié desitjada, a més d’aquests altres
components: 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 5 % glicerol i 500 mM imidazole. El resultat en tots els casos ha
portat a la precipitacio de GT-MG517, potser deguda a una concentracié massa elevada de detergent, la qual ha
causat el desplegament de I'estructura proteica i la conseqlent insolubilitzacié. Per tant, no ha estat possible la
realitzacio de noves cromatografies de gel-filtracié amb els tampons en base al detergent OG, el qual en un principi

semblava la millor opcié per a la disminucio6 de I'estat d'agregacié de GT-MG517 en soluci6.

443.3  Cromatografia de gel-filtraciéo de GT-MG517 sense detergents

L'impossibilitat d’obtenir mondmers de GT-MG517 mitjangant cromatografia de gel-filtracié quan la proteina es troba
en un tampo6 amb un detergent, permet proposar la hipotesi que aquest fet és degut precisament a la preséncia del
detergent, el qual estabilitza agregats solubles de la glicosiltransferasa, ela quals poden incloure també GroEL i la
peptidil-prolil cis-tans isomerasa. Aixi doncs, es podria pensar en una cromatografia de gel-filtraci6 amb un tampé
sense detergent, el qual perd hauria de tenir algun component que mantingués GT-MG517 en solucid, per exemple

glicerol.

Ja que la capacitat extractora del detergent no pot obviar-se, es decideix mantenir-lo en el tampé de solubilitzacio, el
qual posseeix la ja coneguda composicié de 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100, 5 % glicerol i 20
mM imidazole. Ara bé, 'estratégia que se segueix per a I'eliminacié posterior del Triton x-100 és la mateixa que la
portada a terme en el punt anterior per introduir els detergents de tipus alquil glicosid, és a dir, la immobilitzacié de
GT-MG517 a la columna d'afinitat i aprofitar aquesta immobilitzacié per, primer, eliminar el Triton x-100 amb un
tampé de rentat (50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i 20 % glicerol) i, després, procedir a 'eluci6 de la proteina amb
un tampd sense el detergent i amb una concentracio elevada de glicerol (50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 20 %

glicerol i 500 mM imidazole) mitjangant un gradient d’imidazole.

Cromatograma purificacio
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Figura 4.15. GT-MG517 purificada per cromatografia d’afinitat amb eliminacié del Triton x-100 del tampa.
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A la Figura 4.15 es presenta el resultat de la cromatografia d’afinitat realitzada com s’'acaba de descriure. Pot
apreciar-se una notable disminucié del nombre d'impureses minoritaries que acompanyen la glicosiltransferasa
d’interés (en comparacié amb el gel de la Figura 4.11a), segurament arrossegades pel tamp6 de rentat en el procés

d’eliminacié del Triton x-100, si bé la preséncia de GroEL encara és facilment identificable.

La proteina obtinguda segons aquest procediment es dialitza contra el tampé 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl i
20 % glicerol, que és també el tampé amb el qual s’elueix la columna de gel-filtracid. Aquesta es realitza amb una
columna XK 16 Superdex™ 200 de GE Healthcare perd empaquetada en el laboratori, tot i que amb el mateix marge
de separacié de 10 a 600 kDa que la descrita en el punt 4.4.3.1. El flux emprat en I'elucié ha estat de 0.3 mL/min
(Protocol 9.3 de la Part Experimental).

A la Figura 4.16 es recull el cromatograma resultant de la columna de gel-filtracié. Pot apreciar-se que I'eliminacié
del detergent no provoca millores en I'estat d'agregacio de GT-MG517 en solucio, ja que cap dels pics que apareix
al cromatograma correspon al pes del mondmer de la glicosiltransferasa. Al contrari, la intensitat del pic que
correspondria a un ftrimer de GT-MG517 (124 kD) presenta a aquesta espécie com la majoritaria de la mostra
analitzada. A més, la visualitzacié de les diferents fraccions recollides al llarg de I'elucié en un gel de SDS-PAGE
permet afirmar que, si bé la columna elimina la peptidil-prolil cis-trans isomerasa (pic de 21 kDa), no és capag de

separar la xaperona GroEL de GT-MG517.
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nomer GT-MG517
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100 A
21 kDa
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-100 A
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Figura 4.16. Cromatografia de gel-filtracié amb un tampé sense Triton x-100 perd 20 % glicerol.
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Sembla, doncs, que es confirma l'existencia d’agregats de GT-MG517 amb ella mateixa i amb GroEL que sén
altament estables en solucié i que I'eliminacié del detergent Triton x-100 no fa desaparéixer. Es pensa en un canvi
de detergent des del procés inicial de solubilitzacio, ja que d’aquesta manera s'evitaria d’entrada la formacié dels

esmentats agregats.

45  Purificacié de GT-MG517 mitjangant la seva solubilitzacié amb CHAPS

En aquest punt es detallen els experiments realitzats per tal d’aconseguir la purificacié de la glicosiltransferasa

GT-MG517 de Mycoplasma genitalium emprant tampons d’extraccié amb base el detergent CHAPS.

4.5.1 Seleccio del millor tamp6 de solubilitzacié amb base CHAPS

Anteriorment s’ha presentat un tampé amb CHAPS i glicerol com aquell que era capag de solubilitzar més quantitat
de GT-MG517 de les membranes d’E.coli d’entre tampons de composicié diversa (veure Taula 4.8). Amb I'objectiu
d'establir les millors condicions per aquesta extraccio, es realitza I'analisi de I'activitat especifica de diversos
extractes proteics que contenen GT-MG517 obtinguts a partir de tampons amb base CHAPS peré amb components i

concentracions d’aquests diverses, les quals es detallen a la Taula 4.12.

Taula 4.12. Composicié dels diferents tampons amb base CHAPS provats per a

GT-MG517.
Composicié
Nom Tampo NaCl CHAPS glicerol

1 20 mM HEPES pH 8 100 mM 10 mM 10 %
2 20 mM HEPES pH 8 100 mM 20 mM 10 %
3 20 mM HEPES pH 8 100 mM 10 mM 20 %
4 20 mM HEPES pH 8 100 mM 20 mM 20 %
5 20 mM HEPES pH 8 500 mM 10 mM 10 %
6 20 mM HEPES pH 8 500 mM 20 mM 10 %
7 20 mM HEPES pH 8 500 mM 10 mM 20 %
8 20 mM HEPES pH 8 500 mM 20 mM 20 %
9 20 mM HEPES pH 8 500 mM 20 mM -

10 20 mM HEPES pH 8 - 20 mM 20 %

S'observa com per a cada component s’han establert dos nivells de concentracio, alta i baixa i a part, s’han afegit
dues condicions més que han de servir en un cas (Tampd 9) per analitzar el paper del glicerol i en I'altre, per fer el

mateix amb el paper del NaCl (Tamp6 10) independentment dels altres components.

Els extractes proteics s'obtenen a partir de cultius de cél-lules d’'E.coli cotransformades amb pET517HisC i pGro7. El
creixement i induccié de I'expressié de GT-MG517 té lloc segons el protocol 9.1.2 de la Part Experimental, en el qual
també es descriu el procés d'extraccio. Els valors d'activitat especifica de cada extracte proteic s'obtenen a partir de
l'aplicacié de I'assaig radiometric desenvolupat en la present tesi i explicat ampliament en el Capitol 5 “Estudi cinétic
de l'activitat enzimatica de GT-MG517”.
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Els resultats obtinguts per a cadascun dels tampons es recullen a la Taula 4.13 i al grafic de la Figura 4.17. Com ja
s’ha comentat anteriorment, el poder solubilitzador general del tampé s'avalua amb el parametre de la concentracié
de proteina total, mentre que la capacitat d’extreure preferentment GT-MG517 es quantifica amb el valor de 'activitat
especifica. Ja que el millor tampd és aquell que combina els dos factors anteriors, el parametre al qual cal prestar

atenci6 és les unitats enzimatiques totals presents a I'extracte i és en base a aquest que es realitza I'analisi seguient.

Taula 4.13. Comparativa d’activitat especifica per als diferents
tampons d’extraccio amb base CHAPS.

P [prot tot]sca Qesp-UDP-Gal Uextracte

Tampo (mg/mL) (U/ Mgprot tot) Uertract relatives
1 5.3 0.16 1.25 54
2 9.3 0.17 2.33 100
3 8.0 0.13 1.55 67
4 8.3 0.13 1.64 70
5 7.2 0.13 1.45 62
6 7.5 0.11 1.22 52
7 6.8 0.22 2.30 99
8 6.6 0.15 1.51 65
9 48 0.08 0.55 23
10 6.7 0.11 1.08 46

Volum cultiu: 20 mL; volum extracte: 1.5 mL; condicions assaig d’activitat: 20
mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM
DOPG, 1 mM UDP-"C-Gal, 3 ug proteina total i Treaccis = 35 °C.
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Figura 4.17. Grafic comparatiu dels valors d’activitat especifica i extraccio de proteina total
obtinguts per als diferents tampons amb base CHAPS. El valor en vermell situat a la part superior de
cada tampd correspon al total d'unitats enzimatiques presents en I'extracte.

L'avaluacio6 del paper de cadascun dels components dels tampons per separat proporciona aquestes conclusions:

e Sila concentracié de NaCl és elevada, el CHAPS és més efectiu en concentracions baixes. Per contra,
quan la concentracio de NaCl és menor, cal augmentar la concentracié de CHAPS per tenir una bona
extraccié de GT-MG517.

e La preséncia de glicerol és clau, ja que un tampd que només conté CHAPS com a agent solubilitzador és
el que proporciona uns resultats més pobres. En els casos en qué la concentracié de NaCl és elevada, els
millors resultats s'obtenen amb concentracions altes de glicerol, mentre que quan la concentracié de NaCl

és baixa, la concentracié de glicerol no és determinant.
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e La preseéncia de NaCl també és requerida, ja que el tampd que no en conté és el segon pitjor de tots els

provats.

Globalment existeixen dos tampons que destaquen per sobre la resta. Sén el T2 (20 mM HEPES pH 8, 100 mM
NaCl, 20 mM CHAPS i 10 % glicerol) i el T7 (20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol).
D’aquests es decideix escollir T7 per a la purificacié de GT-MG517 a escala d’un litre de cultiu perqué és aquell que
discrimina millor la glicosiltransferasa davant la resta de proteines d’E.coli en el moment de la solubilitzacid, ja que si
bé proporciona un extracte amb una concentraci6 de proteina total inferior que T2, I'activitat especifica de 'esmentat

extracte és quelcom més gran que la de T2.

4.5.2  Purificacié de GT-MG517 solubilitzada amb CHAPS mitjangant cromatografia d’afinitat

La purificacié de GT-MG517 es realitza a partir d’un litre de cultiu de cél-lules d’E.coli BL21 DE3 cotransformades
amb els plasmidis pET517HisC i pGro7 seguint el protocol 9.1.3 descrit en la Part Experimental. El tamp6 d'extraccio
que s'utilitza és aquell seleccionat com a millor en I'apartat anterior: 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM
CHAPS i 20 % glicerol.

4521 Cromatografia d’afinitat en preséncia de CHAPS

Inicialment és aquest extracte el que es carrega a la columna d'afinitat de Ni2* (HisTrap™ HP - GE), la qual
posteriorment s’elueix mitjangant un gradient de 0 a 500 mM d'imidazole amb el tampé d’elucié 20 mM HEPES pH 8,
500 mM NaCl, 10 mM CHAPS, 20 % glicerol i 500 mM imidazole (Protocol 9.2 de la Part Experimental).

En aquest cas es decideix realitzar I'elucio directament a partir d'un gradient d’imidazole, ja que tedricament aixi se
separen millor les impureses que puguin trobar-se també immobilitzades a la columna, a part de la proteina d'interés
GT-MG517. S'espera que el nombre d’aquestes sigui important ja que el tamp6 de solubilitzacié, que és també el
tampd de carrega de la columna, no conté imidazole ja que deriva de I'optimitzacié de tampons explicada en el punt

anterior.

En la Figura 4.18 es presenten els resultats obtinguts. S’observa com la resolucié entre el pic d'impureses (fraccié
A3 en el gel de SDS-PAGE) i el pic corresponent a la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium (fraccions A7 —
B8 en els gels de SDS-PAGE) no és prou bona. Aquest fet causa la preséncia de multiples proteines no desitjades
en la mostra final, la qual resulta de la combinacié de les diverses fraccions que contenen GT-MG517 i la seva dialisi
contra un tampé de composicié 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol, és a dir T7.

Cal dir que per a les esmentades fraccions de GT-MG517 es realitza una extraccié amb cloroform/MeOH per a
I'analisi dels possibles lipids que puguin acompanyar la proteina. El resultat és la inexisténcia de lipids en aquestes
fraccions, fet que confirma el detergent CHAPS com a agent capa¢ d'intercanviar-se pels lipids de membrana

associats a la proteina, igual com passava amb el Triton x-100.

-131-



capitol 4: Expressid L purificacis de GT-MG5LF#

Cromatograma purificacio Analisis de les fraccions per SDS-PAGE
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Figura 4.18. GT-MG517 purificada per cromatografia d’afinitat a partir d’'un tampé de solubilitzacié amb base CHAPS.

La mostra final de proteina es quantifica a partir del métode de BCA (Protocol 9.6.2 de la Part Experimental), el qual
proporciona una concentracié de GT-MG517 de 1.33 mg/mL, molt semblant a I'obtinguda en el procés de purificacié
de la glicosiltransferasa solubilitzada amb Triton x-100. El rendiment del cultiu en aquest cas és quelcom inferior, al

voltant de 30 mg de proteina per litre de cultiu.

Amb l'objectiu de millorar la resolucié entre el pic d'impureses i el de GT-MG517 s'inclou un canvi en el gradient
realitzat amb el tampé delucié. Aquest consisteix en I'aplicacié del mateix gradient anterior fins al moment en el qual
apareix la maxima intensitat del pic d'impureses, en el qual la concentracié d’imidazole es manté constant fins que
es recupera la linia de base anterior a la sortida del pic. S’espera que aquest procediment elimini gran part de les
proteines unides inespecificament a la columna, abans que tingui lloc I'elucié de GT-MG517. Aquesta, per la seva
banda, es realitza mitjangant dos procediments diferents: a partir del mateix gradient realitzat anteriorment i a partir
d'un gra6 d'imidazole. L'objectiu de 'esmentat graé és augmentar la concentracié de la proteina que es recupera.
Cal recordar que la realitzaci6 d’'un gradient millora la separaci6 entre proteines, perd també dilueix les mostres. Si
el gradient inicial aconsegueix eluir la major part de les impureses, un graé d'imidazole no ha de suposar un

increment d’aquestes en la mostra.

A la Figura 4.19a es presenta el resultat de la cromatografia d'afinitat en la qual s’han combinat dos gradients
d’imidazole, el primer per eliminar les impureses immobilitzades inespecificament i el segon per eluir GT-MG517. En
els gels de SDS-PAGE es pot apreciar que la proteina que es recupera es troba més neta que la dels gels de la
Figura 4.18. No obstant, la concentracié de proteina final, que és de 0.31 mg/mL, és inferior. Aquest valor és el que
proporciona el métode de BCA realitzat sobre la mostra de proteina obtinguda en unir totes les fraccions (C10 — D6)
i dialitzar-les contra el tampé 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol. La menor
concentracié de glicosiltransferasa pot explicar-se per I'abséncia de totes les impureses que el gradient inicial

elimina, ja que aquestes també compten en I'assaig per a la quantificacié de proteina.
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Figura 4.19a. GT-MG517 purificada per cromatografia d’afinitat mitjan¢ant la combinacié de dos gradients d’imidazole.
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Figura 4.19b. GT-MG517 purificada per cromatografia d’afinitat mitjangant la combinacié d’un gradient i un graé
d’imidazole.

A la Figura 4.19b es recullen els resultats per a la cromatografia d'afinitat realitzada a partir de la combinacié d’un
gradient inicial per eliminar impureses i un grad posterior per eluir GT-MG517. La proteina que es recupera
mitjancant aquest procediment es troba molt concentrada (5.1 mg/mL per BCA), perd si s'analitza el nivell
d'impureses que l'acompanya, és superior al de les purificacions anteriors. Caldria doncs analitzar si la major
concentracié compensa el major nombre d'impureses, sobretot tenint en compte que permetria acoblar un segon

pas de purificacié com ara una columna de gel-filtracié.

4522  Cromatografia d’afinitat en abséncia de CHAPS

En aquest punt es descriu la purificacio de GT-MG517 a partir d’'un tamp6 de solubilitzacié amb base CHAPS, pero6
amb I'eliminaci6 del detergent quan la proteina es troba immobilitzada a la columna d'afinitat, igual com s’ha descrit

per al Triton x-100 en el punt 4.4.3.3 del present capitol.
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Aixi doncs, GT-MG517 provinent d'un litre de cultiu i solubilitzada amb el tampd 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl,
10 mM CHAPS i 20 % glicerol es carrega a la columna de Ni?*. A continuacié el detergent s’elimina mitjangant el pas
per 'esmentada columna d’un tamp6 de rentat de composicié 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol. Un
cop eliminat el detergent es realitzen dos protocols diferents per comparar la qualitat de la proteina que cadascun
d'ells proporciona. El primer protocol consisteix en I'elucio de GT-MG517 a partir d'un gradient de 0 a 500 mM
d'imidazole, igual com s’ha dut a terme anteriorment quan el tampé6 d'elucié contenia CHAPS, mentre que el segon
combina un gradient per eliminar impureses i un graé per obtenir GT-MG517, procediment també provat amb el

tampd amb CHAPS i que ha proporcionat una proteina amb una concentracié molt alta (veure Protocol 9.2 de la Part

Experimental).
Cromatograma de purificacié Anadlisi de les fraccions per
b SDS-PAGE
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Figura 4.20. Purificacio per cromatografia d’afinitat després de I'eliminacié del CHAPS: elucié amb
gradient.

A la Figura 4.20 es presenten el cromatograma i I'analisi per SDS-PAGE de la proteina purificada segons el primer
dels protocols descrit en el paragraf anterior. Si es compara el perfil d’eluci6 amb I'obtingut amb el tampé amb
CHAPS (Figura 4.18), s'observa com la resolucié entre el pic d'impureses i el pic de GT-MG517 és molt millor,
segurament degut a I'eliminacié prévia per part del tamp6 de rentat d’algunes d’aquestes impureses. No obstant, la
quantitat de proteines que coelueixen amb la glicosiltransferasa és forca important. La unié de les fraccions A10 —
B8 i la seva dialisi contra un tampé de composicio 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol proporciona

una proteina de concentracié 0.8 mg/mL pel métode de BCA.

Els resultats del segon dels protocols provats es recullen a la Figura 4.21. La proteina aixi obtinguda presenta una
concentracio per BCA de 2.45 mg/mL, analitzada després de la dialisi de la fraccid B11 del gel de SDS-PAGE contra
un tamp6 de composicié 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol.

Evidentment el procediment en el qual GT-MG517 s’elueix amb un grad proporciona una concentracié més elevada
que aquell en el qual s’elueix amb un gradient, pero el perfil d’impureses és for¢a equivalent. Per tant, donat que un
dels objectius d’'un protocol de purificacié és l'obtencié d'una proteina el maxim de concentrada possible, es

considera que aquest és millor que el que elueix GT-MG517 amb un gradient.
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Figura 4.21. Purificacié per cromatografia d’afinitat després de I'eliminacié del CHAPS: elucié amb gradient i grad.

45.2.3

Per tal d’escollir quin dels procediments de purificacié de GT-MG517 realitzats a partir de la seva solubilitzacié amb
el tamp6 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol és el més adequat, es presenta a la

Selecci6 del millor protocol de purificacié de GT-MG517 per cromatografia d’afinitat

Taula 4.14 un resum de tots ells, considerant la concentracié i la puresa de la proteina que proporcionen.

En tots els casos, I'eliminacio del detergent implica la disminucié de la concentracié de proteina, si bé en millora la
puresa, ja que el procés de rentat amb el tamp6 sense detergent arrossega algunes de les impureses que s’han
immobilitzat a la columna junt amb GT-MG517. Si es comparen I'elucié amb gradient i I'elucié amb graé, és evident
que amb aquest Ultim s’obté una concentracié major de proteina, en detriment de la puresa de la mostra, la qual es
ressent de la manca del procés de gradient en el qual la concentracié d'imidazole s'incrementa de forma gradual i,

d'aquesta manera, propicia una elucié també gradual de les impureses immobilitzades conjuntament amb

GT-MG517.

Taula 4.14. Resum dels processos de purificacio realitzats a partir de I'extracte amb CHAPS.

Tamp6 solubilitzacié . . - Mode elucio Resultat
L s Tamp6 rentat Tampé elucio L
| tamp6 carrega (valors en mM imidazole) ~[prot]sca  puresa
Gradient 0 - 500 .33 ++
mg/mL
20 mM HEPES pH 8, Gradient 0 - 40 0.31
i 500 mM NaCl, 10 mM Constant a 40 m ./mL +++
CHAPS, 20 % glicerol, Gradient 40 — 500 9
20 mM HEPES pH 8, 500 mM imidazole Gradient 0 - 40 51
500 mM NaCl, 10 mM Constant a 40 m )mL +
CHAPS, 20 % glicerol Grad 500 9
. 0.8
20 mM HEPES pH 20 mM HEPES pH08, Gradient 0 - 500 mgimL ++
500 mM NaCl, 20 % -
8, 500 mM NaCl, . Gradient 0 - 40
o Al glicerol, 500 mM 245
20 % glicerol - Constant a 40 ++
imidazole ] mg/mL
Grab 500

A partir dels valors de concentracié de proteina, es podria pensar en I'aplicacié d'un procés de concentracié amb un

dispositiu del tipus centricon. Sempre que s'ha intentat, el resultat ha estat la precipitacié de la proteina, la qual
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sembla que no suporta bé I'esmentat procés. Per tant, és preferible l'obtencié directa d’'una proteina més

concentrada, encara que la mostra sigui més rica en impureses.

En conclusio, es decideix que el millor dels protocols provats és aquell que inclou un pas de rentat previ per eliminar
el CHAPS i a continuacié, un primer gradient d'eliminacié d'impureses i finalment, un graé per acabar eluint
GT-MG517 amb una concentracié moderada pero suficient que permeti realitzar un altre metode de purificacié per

incrementar la puresa de la glicosiltransferasa.

453  Aplicaci6 de la cromatografia d’hidroxiapatita a la purificacié de GT-MG517

La cromatografia d’hidroxiapatita basa la separacié de biomolécules en efectes electrostatics que esdevenen entre
ions del material ceramic i les carregues de les proteines. Perd aquest no és I'linic patr6 de separacié que ofereix
Ihidroxiapatita, ja que en tractar-se d’'un material que pot aglomerar-se i formar particules, permet també establir
camins preferencials en funcié de la mida de les proteines. Tanmateix, el comportament d'una proteina dins d’'una

matriu d’hidroxiapatita és imprevisible i cal provar-se experimentalment.

Aquesta cromatografia no és tan utilitzada com altres cromatografies emprades en la present tesi, com la d'afinitat o
la de gelfiltracid, perd en bibliografia es troben molts exemples en els quals s’ha emprat com a métode de

purificacio, alguns dels quals es recullen en la Taula 4.15.

Taula 4.15. Cromatografia d’hidroxiapatita aplicada a la purificacié de proteines.
Proteina Procés de purificacio Ref. bibliografica

1 - Intercanvi ionic

2 — Gel-filtracio

3 - Hidroxiapatita

1 - Intercanvi ionic

2 - Hidroxiapatita

3 — Afinitat per lligand

MGIcDG sintasa Acholeplasma

Jaidlawii Karlsson, O., et al, 1997

DGIcDG sintasa Acholeplasma

) . Vikstrom, S., et al, 1999
laidlawii

Covés, J., et al, 1988

MGDG sintasa d’espinac Bott, C., et al, 2005

Hidroxiapatita

1 — Intercanvi idnic

2 — Interaccié hidrofobica
3 - Hidroxiapatita

4 — Gel-filtracio

1 — Intercanvi idnic

2 - Hidroxiapatita

3 - Interaccié hidrofobica
4 — Gelfiltracié

1 - Hidroxiapatita

2 — Afinitat per ConA

3 — Afinitat per Cu

4 — Afinitat per AMP

B-manosidasa Pyrococcus

. Bauer, M., et al, 1996
furiosus

Cel'lobiosa fosforilasa

Cellulomonas uda Nidetzky, B., et al, 2000

Gal-3-O-sulfotransferasa porcina Seko, A., et al, 2005

0-2,6-sialiltransferasa
Photobacterium damsela

1 — Intercanvi ionic
2 — Hidroxiapatita

Teo, C., et al, 2005

Complex proteic localitzat a
I'aparell de Golgi (COG)

1 — Intercanvi ionic
2 — Hidroxiapatita

Ungar, D., et al, 2002

Trealosa fosforilasa
Schizophyllum comune

1 — Intercanvi ionic
2 — Hidroxiapatita
3 - Gel-filtracio

Goed|, C., et al, 2006
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S'observa com en Unic cas la cromatografia d’hidroxiapatita és I'inic procés de purificacié que es realitza sobre una
proteina. En tots els altres exemples, cal acoblar-la a altres métodes per aconseguir el grau de puresa desitjat.
També pot apreciar-se que, excepte en el cas de la sulfotransferasa, la cromatografia d’hidroxiapatita no és el primer

métode de purificacié que s’aplica sobre la mostra.

La cromatografia d’hidroxiapatita és compatible amb concentracions elevades de glicerol (10 % [Seko, A., et al,
2005; Ungar, D., et al, 2002] i 20 % [Karlsson, O., et al, 1997; Vikstrdm, S., et al, 1999]) i amb detergents com
CHAPS [Karlsson, O., et al, 1997; Vikstrom, S., et al, 1999; Covés, J., et al, 1988] o Triton x-100 [Seko, A., et al,
2005; Teo, C., et al, 2005]. Ja que entre els exemples inclosos en la Taula 4.15 es troben algunes
glicosiltransferases productores de glicolipids, es decideix intentar I'aplicacio de la cromatografia d’hidroxiapatita a

les mostres de GT-MG517 purificades primer per cromatografia d'afinitat.

La cromatografia d'hidroxiapatita s'aplica sobre una mostra de GT-MG517 purificada de la seglent manera:
solubilitzacio amb el tamp6 7 de la Taula 4.12, immobilitzacié en una columna d’afinitat amb Ni2* i elucié de la
proteina en dues fases: gradient fins a 40 mM d’imidazole per eliminar impureses immobilitzades inespecificament i
graé fins a 500 mM d'imidazole per eluir GT-MG517. La proteina recuperada es dialitza contra el tamp6 7 inicial de
composicid6 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol. La concentracié de la

glicosiltransferasa aixi obtinguda és de 2.9 mg/mL calculada amb el metode de BCA.

L’esmentada mostra es carrega en una columna d’hidroxiapatita Bio-Gel® HT de Bio-Rad. La cromatografia té lloc
segons es descriu en el Protocol 9.4 de la Part Experimental. A la Figura 4.22 es presenta el perfil cromatografic de

la columna d’'hidroxiapatita i I'analisi de les fraccions recollides per SDS-PAGE.

La major part de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium no s'adsorbeix a la columna d’hidroxiapatita, com
es demostra en les fraccions B11 — B2 del gel de SDS-PAGE corresponent al primer pic de la cromatografia. Per
tant, no es troba sotmesa a I'accié cromatografica pretesa amb la columna. En el segon pic s'observa senyal de

GT-MG517, tot i que és residual si es compara amb la del primer pic on es queda la major part de la proteina.

El motiu per aquest comportament de GT-MG517 es desconeix. Tot i que no s’ha determinat el punt isoeléctric real
de la proteina, el valor teoric calculat és de 9.22. Si el pH del tamp6 d’elucié de la columna és de 8, s'espera que la
proteina presenti una carrega neta positiva i els seus grups amino interaccionin amb els fosfats de la resina, cosa

que es demostra no ocorre.

La uni6 de les fraccions B6 — B3 proporciona una concentracié de GT-MG517 de 0.3 mg/mL amb un volum total de 8
mL de mostra. Inicialment es partia de 4 mL d’'una proteina concentrada (2. 9 mg/mL). Per tant, dels gairebé 12 mg
de proteina carregats a la columna d’hidroxiapatita, només se’n recuperen 2.5. Evidentment, una part de la pérdua
és en forma d'impureses, pero Unicament aquestes no poden explicar la poca quantitat de proteina que es recupera.
Per observar la puresa de GT-MG517 un cop eluida de la columna d'hidroxiapatita, la glicosiltransferasa es
concentra mitjangant una nova immobilitzacioé en una columna d'afinitat i una eluci6 a partir d'un graé d'imidazole.
S'aprecia com, si bé s’han eliminat moltes impureses, aquelles més intenses en el gel de SDS-PAGE corresponent a

la mostra carregada, continuen en la mostra final (gels de SDS-PAGE de la Figura 4.22).
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Figura 4.22. Cromatografia d’hidroxiapatita aplicada sobre GT-MG517 purificada per
IMAC.

En conclusio, es considera que, ja que GT-MG517 no s’adsorbeix a la resina d’hidroxiapatita, no es troba sotmesa a
un procés cromatografic. Aixi, la funcié de la columna és la de retenir algunes impureses, pero no la de proporcionar
una separacié cromatografica dels diferents components de la mostra, la qual, per contra, es dilueix ampliament. Per
tant, es decideix que la cromatografia d’hidroxiapatita no és adequada per a la purificacié de GT-MG517, com a
minim en les condicions explicades en aquest punt, i s'opta per una tecnica cromatografica diferent per aconseguir

aillar la glicosiltransferasa amb un grau de puresa superior.

454  Aplicacié de la cromatografia de gel-filtracié a la purificacié de GT-MG517

L'aillament de GT-MG517 per cromatografia d'afinitat a partir d'un extracte proteic solubilitzat amb CHAPS genera
una proteina acompanyada d'impureses (veure Figura 4.21). Es, doncs, necessari I'acoblament d'un altre pas de
purificacio posterior a la cromatografia d'afinitat i es decideix aplicar la cromatografia de gel-filtracio, amb 'esperanga
d’'una millor resolucié que I'observada en les mostres provinents d'extractes de Triton x-100. Cal recordar que en
aquests, la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium es troba formant agregats solubles, els quals inclouen

oligomers de GT-MG517 i també agregats amb dues impureses que 'acompanyen després de la purificacid per
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cromatografia d’afinitat i que no és possible la seva separacié per gelfiltracié, tant si el tamp6 d’aquesta

cromatografia conté detergent, com si s'elimina préviament i se substitueix per glicerol.

Per estudiar qué ocorre amb GT-MG517 purificada des de I'extracte de CHAPS, es treballa amb mostres de proteina
que es troben en el tamp6 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol, perd que no s’han sotmés a dialisi i,
per tant, contenen imidazole. Ja que s'elueixen de la columna d’afinitat mitjangant un grad, la seva concentracié és
elevada, pero la presencia de I'imidazole impedeix quantificar-la degut a la seva incompatibilitat amb 'assaig de
BCA emprat habitualment. La columna de gel-filtracié que s’empra és una XK 16 Superdex™ 200 de GE Healthcare
empaquetada en el laboratori, ja descrita en el punt 4.4.3.3, la qual s’elueix amb un tamp6 de composicié 20 mM
HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol. Cal observar que com que el tamp6 d’elucidé no conté imidazole, la

columna de gel-filtracié servira també per eliminar aquest compost de les mostres de proteina.

En la Figura 4.23 es presenta el cromatograma obtingut per una mostra de GT-MG517 eluida amb un flux de 0.3
mL/min. Mitjancant la calibracié de la columna amb proteines de pes molecular conegut, és possible establir els
pesos corresponents a cadascun dels pics que s'observen, dels quals cap correspon al mondmer de la

glicosiltransferasa (42 kDa).
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Figura 4.23. Cromatograma de gel-filtracié per a GT-MG517 a un flux de 0.3 mL/min.

L’analisi del contingut de cadascuna de les fraccions per SDS-PAGE és dificil, degut a les baixes concentracions de
proteina presents en aquestes. Ara bé, amb l'objectiu de millorar la resolucié entre els pics de 160 i 66 kDa, es
repeteix la cromatografia, tot disminuint el flux de l'elucié a 0.2 mL/min. A la Figura 4.24 es presenta el nou
cromatograma. Cal dir que en aquest cas la mostra de glicosiltransferasa carregada a la columna de gel-filtracié té

una concentracié superior, fet que en facilita la posterior visualitzacié de les fraccions per SDS-PAGE.
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L'efecte de la disminucié del flux genera I'aparicié d’un nou pic de pes molecular superior al de 160 kDa, que ja
s'intueix en el cromatograma de la Figura 4.23 i el qual té un pes molecular de 198 kDa. Ara bé, I'esperada millora
en la resolucio dels pics de I'anterior cromatografia no s’observa. Al contrari, en la nova mostra aquests es perden.
Una hipotesi que explicaria aquest comportament és que, ja que la mostra t¢ una concentracid superior que
I'anterior, es formen agregats de major pes molecular, que es reflecteixen en 'esmentat nou pic. En canvi, aquells
de menor pes molecular disminueixen en intensitat, tal com ocorre amb el pic de 66 kDa, el qual en proporcio

respecte els altres, perd importancia en el cromatograma de la Figura 4.24.

En la geliltracié de 0.2 mL/min tampoc és possible distingir el mondmer de GT-MG517. No obstant, els gels de
SDS-PAGE posen de manifest la seva presencia en les mostres, com a minim quan aquestes es desnaturalitzen.
Sembla doncs que la hipotesi dels agregats solubles, ja comentada en les cromatografies de gel-filtracio realitzades
amb mostres de proteina solubilitzada amb Triton x-100, es refor¢a. Cal recordar que els esmentats agregats
incloien, a més de GT-MG517, les impureses que 'acompanyaven. En aquest cas ocorre el mateix, ja que les
diferents fraccions resultants de la cromatografia contenen les mateixes impureses que la mostra carregada a la
columna, perd més diluides degut a I'efecte d'aquesta (veure gels de la Figura 4.24). Ara bé, si es considera que la
proporcié d’impureses respecte la proteina d'interés és petita, els agregats més probables sén oligomers de

GT-MG517 constituits per diverses unitats de glicosiltransferasa.
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Figura 4.24. Cromatograma de gel-filtracié per a GT-MG517 a un flux de 0.2 mL/min.

Aixi doncs, sembla que GT-MG517 solubilitzada amb un tamp6 amb base CHAPS també forma agregats solubles, ja
sigui a partir de diversos mondmers de la propia glicosiltransferasa o0 mescles d’aquests amb les proteines que en

constitueixen les impureses.
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4541 Identificacié per MALDI de les impureses que coelueixen amb GT-MG517

Tal com s’ha realitzat amb les impureses que acompanyen GT-MG517 en les mostres que provenen de la proteina
solubilitzada amb Triton x-100, es decideix sotmetre aquelles impureses majoritaries de les mostres solubilitzades
amb CHAPS a una digestié triptica a partir de la seva extraccié d'un gel de SDS-PAGE i analitzar la seva identitat
per MALDI-TOF,

A la Figura 4.25 es presenta el gel que s’ha utilitzat i aquelles bandes que s’han analitzat. Cal dir, perd, que degut a
la poca claredat dels resultats que proporcionava la tecnica de MALDI, ha estat necessaria I'aplicacié d’'un metode

de LC-ESI-MSMS per avaluar els fragments generats per la digestio triptica de les bandes.

<— Impuresa 1

+— GT-MG517

<— Impuresa 2

<— Impuresa 3
b

— ——

Figura 4.25. Impureses que acompanyen
GT-MG517 després de IMAC.

Amb aquest s’ha establert que la banda adjudicada per pes molecular a GT-MG517 correspon efectivament a la
glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium i que, a més, presenta com a impuresa una D-alanil-D-alanina
carboxipeptidasa d’E.coli, la qual constitueix el 15 % de la proteina total. Pel que fa a les bandes anomenades
Impuresa 2 i Impuresa 3, ambdues corresponen principalment a GT-MG517, la qual cosa significa que sén
productes de degradacié de la glicosiltransferasa. Ara bé, cal dir que en tots dos casos també es troben
impurificades amb altres proteines d’E.coli. Per a la Impuresa 2 la més destacada d’aquestes proteines d'E.coli és
una cloramfenicol acetiltransferasa, la qual representa un 9 % de la proteina total de la banda, mentre que per a la

Impuresa 3 és una proteina anomenada “UPF0227 protein ycfP” i que significa un 7 % de la proteina total.

Pel que fa a la banda etiquetada com a Impuresa 1, es determina que es troba constituida per una mescla de
proteines d’E.coli, entre les quals destaquen el factor d’elongacié Tu 1 (23 %), una cisteina desulfurasa (13 %) i una
citrat sintasa (10 %). No obstant, els resultats mostren que GT-MG517 també forma part de la mescla (18 %). Podria
ser, doncs, que es tractés d’un agregat de la proteina o, més probable, d’'un efecte de “rastre” deixat en el gel

motivat per la gran quantitat de proteina present en la banda etiquetada com a GT-MG517 en la Figura 4.25.
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El pes molecular de la Impuresa 2 és de 29 kDa, mentre que el de la Impuresa 3 és de 25 kDa (valors predits
segons el desplagament de les bandes en el gel de SDS-PAGE de la Figura 4.25 amb referéncia a les bandes del
marcador). L'avaluacio dels péptids que s'identifiquen amb I'espectrometre de masses pot donar informacié sobre el

punt en el qual ha tingut lloc la degradaci6 de GT-MG517.

Amb aquesta finalitat, els esmentats péptids es presenten a la Figura 4.26. S’observa com els péptids que
s'identifiquen amb més frequéncia formen part de I'extrem N-terminal de la proteina, aquell que conté el domini
d'uni6 del substrat donador i que es considera el domini catalitic de I'enzim. En canvi, péptids de I'extrem C-terminal
presenten una freqiiéncia molt més baixa d'identificacio. Aixd podria indicar que és aquesta part de la proteina la
que es perd en el procés de degradacio. Ara bé, cal dir que la cua d’His que facilita la purificacié de GT-MG517 es
troba justament a I'extrem C-terminal. Si aquesta es degrada i desapareix, no existeix justificacié per a la preséncia
en les mostres purificades per cromatografia d'afinitat dels fragments de la glicosiltransferasa que han perdut la cua,
amb I'excepcio que aquests estiguessin formant algun altre tipus d’unié amb la proteina completa i co-eluissin amb

ella, tot i 'abséncia de les His finals.
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Impuresa 3 - 25 kDa
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Els quadres que apareixen sota la seqiiéncia marquen els péptids detectats.
El nombre de quadres sota una seqliéncia indica el nombre de vegades que ha estat detectat.

Figura 4.26. Fregiiéncia dels péptids detectats per LC-ESI-MSMS per a les Impureses 2 i 3 de GT-MG517.

La hipotesi de la formacié d’agregats solubles entre GT-MG517 i els seus productes de degradacio, els quals en un
gel de SDS-PAGE apareixerien separats degut a la desnaturalitzacié del complex, podria explicar el pic de pes
molecular 66 kD que apareix en la cromatografia de gel-filtracié (Figura 4.23 o 69 kD en la Figura 4.24), el qual
correspon a la suma del pes molecular de la glicosiltransferasa (42 kDa) i el de la Impuresa 3 (25 kDa), que és el
producte de degradacié majoritari segons la intensitat de la banda del gel de la Figura 4.25.
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La identificacié de les impureses majoritaries que acompanyen GT-MG517 després de la seva purificacid per
cromatografia d'afinitat revela que realment no sén altres proteines d’E.coli, sin que sén productes de degradacio
de la mateixa glicosiltransferasa. Aixo significa que el procés de solubilitzacié de GT-MG517 amb CHAPS permet
obtenir una proteina, si bé no lliure completament d'impureses, com ho demostren les bandes que apareixen en els
gels de SDS-PAGE, si sense altres proteines presents en concentracions equivalents a la de la glicosiltransferasa,
com passa quan aquesta es solubilitza amb Triton x-100. La incorporacié d'inhibidors de proteases als tampons pot
solucionar la degradacidé que té lloc i permetre l'observacié de la mostra real que es recupera després de la

cromatografia d’afinitat.

4.6  Seleccio del procediment més adequat de purificacio de GT-MG517

Tot el treball descrit en el present capitol t¢ un doble objectiu. Per una banda, la purificacié de GT-MG517 amb la
finalitat d’'obtenir cristalls i determinar I'estructura tridimensional de la proteina. Per l'altra, la seva purificacio per a
sotmetre I'enzim a un estudi cinétic que aporti informacié sobre la seva activitat. Per al primer dels objectius és
necessaria una concentracié de proteina molt elevada, al voltant de 10 mg/mL, i d’'una puresa excepcional. En canvi,
per al segon objectiu els requeriments no son tan estrictes, ja que és possible realitzar assajos cinetics amb una
mostra de proteina d'una puresa situada al voltant del 90 % i una concentracié molt inferior a 'esmentada per al

procés de cristal-litzacio.

Es clar que cap dels protocols anteriors és capag de produir una proteina apta per a cristal-litzacié. Per aixd, sera
necessari continuar el treball experimental i introduir noves formes de purificaci6 de GT-MG517, les quals
afavoreixin la separacié de I'enzim i les impureses que 'acompanyen i, a la vegada, generin mostres on aquest no
formi agregats solubles d'elevat pes molecular. Un bon punt d'inici seria la determinaci6 del punt isoeléctric real de
GT-MG517 i, a partir d'aqui, introduir la técnica de la cromatografia de bescanvi idnic, la qual, si bé ha estat
utilitzada sense éxit en alguna prova de purificacio de la present tesi, presenta possibilitats. Cal tenir present que la
majoria de processos de purificacié requereixen diverses técniques cromatografiques, tal com es reflecteix en les
dades de la Taula 4.15. Una altra possibilitat seria la recuperacio dels detergents de tipus alquil glucdsid, els quals
han donat resultats esperangadors pel que fa a la disminucié dels agregats solubles en les mostres extretes amb

tampons de Triton x-100.

L'obtencié d’'una proteina apte per a estudis cinétics si que és factible a partir dels procediments explicats en els
punts anteriors del present capitol. Cal, pero, establir quin d’ells és el més adequat. Al llarg del capitol s’han
desenvolupat les diferents experiéncies realitzades amb extractes proteics que contenen GT-MG517, en un cas
solubilitzada per un tampé amb base al detergent Triton x-100 i en l'altre, per un tamp6 amb base al detergent
CHAPS. En cada cas s’ha determinat un protocol considerat el millor. En la Figura 4.27 es resumeixen ambdds

procediments, ja que aixo en facilitara la comparacié.
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’ Extraccié amb Triton x-100 ‘

’ Extracci6 amb CHAPS

1. Solubilitzacié de GT-MG517 amb el tampé 50
mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-
100, 5 % glicerol i 20 mM imidazol

2. Immobilitzacié en una columna d’afinitat

3. Eliminacié del detergent mitjangant el rentat
amb el tamp6 50 mM fosfat pH 7, 500 mM
NaCl i 20 % glicerol

4. Elucié de la columna a partir d’un gradent
d’imidazol de 60 min amb el tampé 50 mM
fosfat pH 7, 500 mM NacCl, 20 % glicerol i 500

1. Solubilitzacié de GT-MG517 amb el tamp6 20
mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM
CHAPS i 20 % glicerol

2. Immobilitzacié en una columna d’afinitat

3. Eliminacié del detergent mitjangant el rentat
amb el tamp6 20 mM HEPES pH 8, 500 mM
NaCl i 20 % glicerol

4. Eluci6 de la columna en tres passos amb el
tamp6 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NacCl, 20
% glicerol i 500 mM imidazol:

mM imidazol » gradent d’imidazol fins a 40 mM per
5. Dialisi contra el tamp6 50 mM fosfat pH 7, eliminar impureses
500 mM NacCl i 20 % glicerol * 40 mM constant fins a recuperaci6 de

linia de base
+ Gra¢ d’'imidazol fins a 300 mM
5. Dialisi contra el tamp6 20 mM HEPES pH 8,
500 mM NacCl i 20 % glicerol

Figura 4.27. Comparativa entre els protocols de purificacié de GT-MG517 a partir dels diferents tampons
de solubilitzacié.

A més, per tal de raonar quin d’ells proporciona GT-MG517 en unes condicions millors per a la realitzacié d’estudis

cinetics, es recullen a la Taula 4.16 les consideracions a tenir en compte derivades de cada protocol.

Taula 4.16. Caracteristiques de les mostres de GT-MG517 obtingudes en funcié del protocol.

GT-MG517 Triton x-100 CHAPS
Detergent Ir\lt/cl)Am(? § en [extraccio, s'elimina durant Només en I'extraccid, s'elimina durant IMAC
Eluida amb gradient:
c .. Per centricon s'arriba a un maxim de 2 Per centricon precipita molt rapid, concentracié < 1 mg/mL
oncentracio . L . it
mg/mL, després precipita Eluida amb grad:
Directament concentracio elevada, maxim 5 mg/mL
2 impureses importants: GroEL i peptidil- L .
L . Impureses minoritaries i productes de degradacid
Puresa prolil cis-trans isomerasa e
S No separables per gel-filtracio
No separables per gel-filtracié
Formacio o oM entre 300§ 125 kDa) Si (PM entre 200 i 65 kDa)
d’'agregats

A part de la informacié anterior i ja que l'objectiu de la purificacié és I'estudi cinétic de la glicosiltransferasa, es
pretén establir de forma prévia si el procés de purificacié de I'enzim influeix en la seva activitat especifica. Aixi, es
preparen mostres de GT-MG517 segons els dos procediments descrits a la Figura 4.27 i, mitjangant I'assaig
radiométric descrit al Capitol 5 “Estudi cinétic de I'activitat enzimatica de GT-MG517” de la present tesi, se n'avalua

['activitat.

Taula 4.17. Activitat especifica de GT-MG517 en
funcié del protocol.

Triton x-100 CHAPS
Activitat especifica

(Ulmg GT-MG517) 1.35+0.05 1.28+0.07
Condicions de reaccio: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM
MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG,
1 mM UDP-"C-Gal, GT-MG517 = 0.23 - 1.13 uM i
Treaccis = 35 °C.
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A la Taula 4.17 es presenta I'activitat especifica de GT-MG517 segons el protocol de purificacié. Es demostra que

aquest no influeix en el valor que s'obté, tal com és esperable.

La uni6 d’aquesta Ultima consideracié amb les esmentades en la Taula 4.16 permet concloure que el millor
mecanisme d'extraccié de GT-MG517 de les membranes d’E.coli i posterior purificacié és aquell en el qual el
CHAPS és el detergent emprat. D’una banda, permet obtenir la proteina amb una concentracié més elevada, si bé
en aquest punt es podria argumentar a favor de I'is del Triton x-100 que aquest procediment no s’ha provat
experimentalment amb aquest detergent. De I'altra, genera mostres finals amb un nombre d'impureses menor. De
fet, en les mostres de CHAPS, la glicosiltransferasa representa sovint entre un 90 i un 95 % del total de proteines,
mentre que en les mostres de Triton x-100 el percentatge corresponent a GT-MG517 és menor. Finalment, tot i que
ambdds detergents creen agregats solubles de proteina, els quals no sén separables per gel-filtracio, en les mostres
de CHAPS la seva mida és sensiblement inferior. En aquest punt cal recordar, perd, que mostres de GT-MG517
solubilitzada amb Triton x-100 i on aquest s’ha canviat per un detergent de tipus alquil glicosid com el OG, si que
contenen el mondmer de la glicosiltransferasa. Per tant, podria resultar interessant aprofundir més en I'is d’aquest

detergent.

Aixi doncs, s'estableix el protocol d’extracci6 amb CHAPS recollit a la Figura 4.27 com a estandard per a la
purificacié de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium amb I'objectiu de la realitzacio de I'estudi cinétic de la

proteina, el qual es presenta en el capitol seglent.
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5 Estudi cinétic de I'activitat enzimatica de GT-MG517

5.1 Introduccié

Existeixen a la bibliografia diversos estudis cinetics sobre diferents glicosiltransferases involucrades en la sintesi de

glicolipids, com és el cas de la glicosiltransferasa en estudi en el present treball, GT-MG517.

Els galactolipids s6n els principals lipids estructurals de les membranes de cloroplast en les cel-lules de plantes. De
fet, poden arribar a representar el 80 % del total de lipids i la seva presencia s'associa al procés de la fotosintesi
[Dérmann, P. et al, 1999]. Es coneix que aquests compostos es troben associats a complexos proteics involucrats
en el procés de transferéncia electronica fonamental en I'esmentada fotosintesi i sembla que podrien ser els
responsables del seu plegament i estabilitat [Holzl, G. et al, 2005a]. Per tant, no és estrany que la primera
glicosiltransferasa en ser clonada fos la monoglalactosildiacilglicerol sintasa de cogombre, la qual catalitza la
formacié de MGDG (monoglalactosildiacilglicerol) [Shimojima, M. et al, 1997]. Aquest enzim, classificat dins de la
familia 28 de la base de dades CAZy de glicosiltransferases [Holzl, G. i Dérmann, P., 2007] utilitza UDP-Gal com a
sucre donador i actua mitjangant un mecanisme d'inversié de configuracié del sucre quan aquest és transferit al

substrat acceptor DAG (diacilglicerol).

Altres MGDG sintases d’origen vegetal estudiades son la de cloroplast d’espinac [Covés, J. et al, 1986; Covés, J. et
al, 1988; Maréchal, E. et al, 1994] i la d’'Arabidopsis thaliana [Jorasch, P. et al, 2000]. Els treballs sobre I'enzim
d’'espinac posen de manifest el requeriment d’'un entorn lipidic per tal que la glicosiltransferasa aillada recuperi la
seva activitat, obtenint-se valors dptims amb de I'addicié del lipid anidnic PG (fosfatidilglicerol) a les mescles que
contenen un detergent i el substrat acceptor (DAG). També es determina I'existéncia de dos llocs d’uni6 de substrat

independents, el del donador UDP-Gal i el de I'esmentat acceptor DAG.

Es coneix que les cél-lules vegetals contenen tres gens diferents que codifiquen per MGDG sintases, tot i que en
condicions normals la major part del MGDG dels cloroplasts prové de I'accié d'un Unic enzim, MGD1. El segon
galactolipid en importancia present en I'esmentat organul vegetal és el DGDG (digalactosildiacilglicerol). En
Arabidopsis thaliana s’han descrit dos gens que codifiquen per DGDG sintases funcionals, els anomenats DGD1
[D6érmann, P. et al, 1999] i DGD2 [Kelly, A.A. i Dérmann, P., 2002]. Ambdés sén glicosiltransferases UDP-Gal-
dependents que pertanyen a la familia GT4 del CAZy i la seva especificitat per I'enllag glicosidic és o(1—6). DGD1
és la responsable principal de la sintesi del DGDG en condicions de creixement normal de la planta, mentre que
DGD2 només s'activa quan la ruta de la primera es troba bloquejada. L'expressié d’ambdds gens, pero, s'activa de
forma molt important sota condicions de manca de fosfat per la planta, ja que els glicolipids actuen com a substituts
dels fosfolipids en aquesta situacid. Sembla que existeix un tercer enzim capag de sintetitzar digalactolipids en
Arabidopsis thaliana, tot i que els estudis realitzats defensen la hipotesi que es tracta d’una glicosiltransferasa
processiva que en comptes d'utilitzar UDP-Gal com a donador, incorpora molécules de galactosa a partir d'una
molécula de MGDG [Heemskerk, J. et al, 1990; Xu, C. et al, 2003]. De tota manera, encara no es disposa d’'una

descripci6 acurada de les caracteristiques d’aquest enzim, el qual podria produir també tri i tetragalactolipids.
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La MGDG sintasa de cogombre presenta homologia de seqiiéncia amb dues glicosiltransferases responsables de la
sintesi de glicolipids en dos bacteris: Bacillus subtilis [Jorasch, P. et al, 1998] i Staphylococcus aureus [Jorasch, P.
et al, 2000]. La funcié dels glicolipids en aquests organismes és la de servir com a punt d’ancoratge a la membrana
dels acids lipoteicoics, els quals tenen un paper vital en el creixement i la fisiologia dels bacteris Gram-positiu, ja que
es troben involucrats en l'activitat de les autolisines, la unié de cofactors metallics a enzims i en les propietats
electromecaniques de la paret cel-lular [Kiriukhin, M. et al, 2001]. En ambdos casos es tracta d’enzims processius,
pertanyents a la familia GT28 del CAZy, i capagos de transferir de forma sequencial diverses unitats de glucosa a
partir d'UDP-Glc com a molécula donadora tot formant un enllag 3(1—6) entre els sacarids. La glicosiltransferasa de
Bacillus subtilis pot produir oligoglucolipids in vitro unint fins a quatre unitats de glucosa, mentre que la de
Staphylococcus aureus només en polimeritza fins a tres. Cal remarcar que la processivitat d'aquests enzims implica
que la primera glucosa es transfereix sobre un substrat de caracter hidrofobic com és el DAG, mentre que les
seguents glicosilacions tenen lloc sobre residus glucosil hidrofilics. La qiiestié sobre I'existéncia de dos centres

d’'unié per acceptor en aquest tipus d’enzim processiu es manté oberta.

Les dues glicosiltransferases processives descrites en el paragraf anterior no son uniques dins dels bacteris. Els
genomes d'Agrobacterium tumefaciens i Mesorhizobium loti contenen un gen descrit com a glucosilceramida sintasa
(Ges), el qual en realitat es tracta d’'una glicosiltransferasa capag de la sintesi de glicolipids [Holzl, G, ef al, 2005b].
Ambdues glicosiltransferases formen part de la familia GT21 del CAZy, en la qual s’engloben també totes les Ges
d'organismes eucariotes. Ara bé, si bé aquestes utilitzen com a donador UDP-GIlc i com a acceptor ceramida, les
Gces bacterianes presenten una destacable promiscuitat tant a nivell de donador, on poden usar UDP-Glc i UDP-Gal
perd prefereixen aquest Ultim, com a nivell d'acceptor, on poden usar ceramida pero prefereixen DAG. La tercera
diferéncia respecte les Ges eucariotes és la processivitat, ja que aquestes unicament produeixen glucoceramides
amb una unitat de glucosa, mentre que les glicosiltransferases de A. tumefaciens i M. loti sén capaces de sintetitzar
diglicosil i triglicosildiacilglicerols amb una connectivitat entre sacarids (1—6), igual que les glicosiltransferases

processives de Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus.

Ara bé, no totes les glicosiltransferases bacterianes que produeixen glicolipids sén processives. Un exemple
d'aquest fet sén les a-glucosiltransferases de Deinococcus radiodurans i Thermotoga maritima, les quals catalitzen
la formacié de monoglucosildiacilglicerol (MGICDAG). Ambdés enzims es troben classificats dins la familia de les
GT4 del CAZy. Chloroflexus aurantiacus és un altre bacteri que disposa d’una glicosiltransferasa no processiva que
sintetitza, en aquest cas, MGDG. Aquesta es tracta d'una B-galactosiltransferasa i pertany a la familia GT28 del
CAZy. Ara bé, aquest organisme si que expressa una glicosiltransferasa processiva, també pertanyent a la familia
GT28. Es tracta d'una B-glucosiltransferasa que pot acceptar tant DAG com MGIcDG o MGDG. L'especificitat de
l'enllag entre unitats sacaridiques és com el de les altres glicosiltransferases processives bacterianes, és a dir, B
(1—6) [Holzl, G., et al, 2005a].

Segurament els estudis més remarcables en el marc d’aquesta tesi son els realitzats pel grup de Ake Wieslander a
la Universitat d'Umea (Suécia). L'objecte dels seus treballs sén els glicolipids de membrana de I'espécie de
micoplasma Acholeplasma laidlawii. En aquest organisme, les propietats fisiques de la membrana (equilibri entre

fases lamelar/no lamel-lar i radi de curvatura) es mantenen mitjangant la regulacié metabolica de la sintesi dels seus
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dos principals glicolipids: el monoglucosildiacilglicerol (MGICDAG) i el diglucosildiacilglicerol (DGICDAG). El primer
compost és una molécula la preséncia de la qual en una membrana té tendencia a generar fases no lamel-lars,
mentre que el segon, és propens a la formacié de fases lamel-lars [Karlsson, O. et al, 1994]. Contrariament al que
ocorre en Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus, Acholeplasma posseeix dos enzims independents encarregats
de la sintesi dels dos glucolipids. Aquests son respectivament la UDP-glucosa:1,2-diacilglicerol 3-glucosiltransferasa
(MGIcDAG sintasa) i la 1,2-diacilglicerol-3-ai-glucosa(1—2)-a-glucosiltransferasa (DGICDAG sintasa), els quals es
classifiquen dins de la familia GT4 del CAZy. Ambdoés enzims es troben units a la membrana del micoplasma.
Aquesta localitzacio permet afirmar que la regulacié del balang entre el MGICDAG i el DGICDAG present en cada
moment a la membrana del microorganisme es realitza a nivell de I'activitat enzimatica, considerant que els enzims
son sensibles a les caracteristiques estructurals i dinamiques de la membrana que els suporta i de la qual en
sintetitzen els components [Dahlqvist, A. et al, 1995]. L'activitat enzimatica de la MGIcDG sintasa d’Acholeplasma
presenta una dependéncia cooperativa respecte la preséncia de lipids anidnics com el DOPG
(dioleilfosfatidilglicerol), comportament semblant al descrit per a I'enzim que sintetitza MGDG en cloroplast
d’espinac. En aquest cas, pero, es demostra que la influéncia del DOPG es produeix sobre la velocitat enzimatica i
no sobre la unié substrat-enzim [Karlsson, O. et al, 1997]. D'altra banda, el comportament respecte el substrat
donador UDP-Glc és del tipus Michaelis-Menten, mentre que el substrat acceptor DOG activa I'enzim a través d’un
mecanisme cooperatiu. Pel que fa a l'activitat enzimatica de la DGIcDG sintasa, cal dir que presenta unes
caracteristiques molt semblants a les de la MGIcDG sintasa, ja que també mostra una dependencia cooperativa
davant DOPG, un comportament tipus Michaelis-Menten respecte UDP-Glc i I'activacié cooperativa de I'enzim per
part del substrat acceptor MGIcDG. Ara bé, cal dir que I'activacié de la DGIcDG sintasa per part del lipid anionic

DOPG és més important que la que exerceix el substrat acceptor de I'enzim sobre aquest [Vikstrdm, S. et al, 1999].

Es coneix que in vivo la sintesis dels dos glicolipids principals d’Acholeplasma laidlawii es troba molt influenciada per
la mida de les cadenes d'acid gras de I'acceptor i pel grau d’insaturacions presents en la matriu lipidica de la
membrana [Dahlqvist, A. et al, 1995; Rilfors, L. et al, 1993]. In vitro, amb els enzims parcialment purificats, la sintesis
del MGIcDG depén de la preséncia de certa densitat de carrega aportada per fosfolipids anionics, mentre que la del
DGIcDG depén més de la identitat d’'aquests fosfolipids, ja que s'observa un important requeriment de DOPG.
D’altra banda, ja que la DGIcDG sintasa és molt sensible al tipus de lipids presents a la bicapa lipidica i la seva
activitat es veu estimulada per molécules de caracter no lamel-lar, sembla que és aquest enzim i no la MGIcDG

sintasa el que regula I'equilibri lamel-lar-no lamel-lar de la bicapa i la seva curvatura [Vikstrom, S. et al, 1999].

Més recentment el grup de Wieslander ha publicat un treball on es realitza un estudi sobre I'enzim encarregat de la
sintesi dels glicolipids de membrana de Mycoplasma pneumoniae, el parent més proxim de Mycoplasma genitalium.
L'analisi dels glicolipids sintetitzats per extractes cel-lulars del microorganisme revela la preséncia de compostos
que contenen Unicament galactosa. Ara bé, la seva capacitat d'incorporar aquest sucre in vivo és limitada, ja sigui
perqué no disposa dels mecanismes necessaris per introduir UDP-Gal a la cél-lula o bé perqué utilitza UDP-Glc que
transforma via epimeritzaci6 en UDP-Gal. Com a substrat acceptor, els extractes cel-lulars de Mycoplasma
pneumoniae poden utilitzar DAG o ceramida. A partir d’'assajos in vitro, I'estudi revela que el micoplasma disposa
d'una glicosiltransferasa encarregada de la sintesi de la major part dels glicolipids que s’observen in vivo. Aquest

enzim, MPN483, és processiu i promiscu. Quan s'expressa en E. coli, és capag de transferir fins a tres unitats de
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galactosa a DAG o ceramida emprant UDP-Gal com a molecula donadora, ja que in vitro aquest és el seu substrat
preferit. L’enllag que estableix entre unitats sacaridiques és B(1—6), igual que les glicosiltransferases esmentades
anteriorment de Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Ara bé, si aquestes es classificaven dins la familia GT28
del CAZy, la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae s'ubica dins la familia GT2. Aquest fet també la
diferencia dels enzims d'Acholeplasma, els quals es classifiquen dins la familia GT4. En aquest cas, pero,
I'especificitat de I'enllag entre unitats glucosidiques és diferent, ja que en Acholeplasma l'enllag és o(1—2). Tot i
aixd, ambdues glicosiltransferases, la de Mycoplasma pneumoniae i la d'Acholeplasma, comparteixen diverses
caracteristiques, com ara una forta influéncia de I'entorn lipidic sobre I'activitat enzimatica i sobretot, una important
activacio per part del lipid anionic PG. Quelcom comu també és la seva interaccié amb la membrana. En el cas de
MPN483 les eines bioinformatiques no descriuen dominis transmembrana, si bé la seqléncia proteica presenta
diverses hélix amfipatiques a la zona C-terminal, que podrien representar punts d’associacié amb la membrana.
Aquesta mateixa zona C-terminal és molt rica en aminoacids carregats positivament, els quals sén responsables de

I'elevat punt isoeléctric de la proteina [Rosén Klement, M. et al., 2007].

Taula 5.1. Resum de les glicosiltransferases productores de glicolipids existents en bibliografia.

Organisme FamiliaGT  Producte  Donador  Acceptor  Enllag Caracteristiques
Cogombre
Espinac GT28 MGDG  UDP-Gal  DAG p  Activacio perlipids
Arabidopsis anionics
thaliana
Arabidopsis
thaliana GT4 DGDG UDP-Gal MGDG a(1-6) -
MGIcDG DAG
Bacillus DGIcDG MGIcDG .
subtilis GT28 TGIcDG UDP-Glc DGIcDG B(1—6) Processiu
TeGIcDG TGIcDG
Staphylococcus MClcDG DAG .
aureus GT28 DGIcDG UDP-Glc MGIcDG B(1—6) Processiu
TGIcDG DGIcDG
Agrobacterium
) MGDG
tumefaciens UDP-Gal DAG .
Mesorhizobium Gr21 DGDG UDP-Glc ceramida B(1-6) Processiu
loti TGDG
Deinococcus
radiodurans GT4 MGIcDG  UDP-Glc  DAG a -
Thermotoga
maritima
Chioroflexus GT28 MGDG  UDPGal  DAG B :
aurantiacus
Chloroflexus MGIcDG DAG .
aurantiacus G128 polecdg ~ UPPCC g PU1-6) Processiu
A(_:hole;zlasma GT4 MGIcDG UDP-Glc DAG o ActlvaC|9 per lipids
laidlawii anionics
Acholeplasma Activaci6 per lipids
laidlawii GT4 DGIcDG UDP-Glc MGIcDG a(1-2) anionics
MGDG Processiu
Mycoplasma GT2 pepg ~ UDP-Gal - DAG oy 6 Activacio per lipids
pneumoniae UDP-Glc ceramida S
TGDG anionics

De totes les glicosiltransferases que es troben a la bibliografia i que estan involucrades en la sintesi de glicolipids
(se’'n presenta un resum a la Taula 5.1) la més proxima filogenéticament a GT-MG517 és la de Mycoplasma
pneumoniae. Els productes de sintesi de GT-MG517 sén MGIcDG, DGIcDG i possiblement TGIcDG, tot i que aquest

Ultim producte no s'ha aillat [Andrés E.; Tesi Doctoral, 2007]. Per tant, es descriu I'enzim com a processiu, entenent
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com a tal que és capag de transferir en un primer pas un residu glucosil a un acceptor lipidic i en passos posteriors a
un glicolipid amb una cadena creixent d'unitats sacaridiques, ja que de moment no s’ha pogut demostrar que la
successiva addici6 de sucres tingui lloc sense dissociacié del complex enzim-acceptor. L'enllag que genera entre les
esmentades unitats glicosidiques és 3(1—6). També es coneix que la seva activitat enzimatica es troba associada a
la membrana, tant in vivo, en extractes de Mycoplasma genitalium, com quan la proteina s'expressa en E. coli de
forma recombinant. Tot i aix0, no es prediuen zones transmembrana per a GT-MG517 amb cap de les eines
bioinformatiques provades. Ara bé, la zona C-terminal presenta, igual que ocorre amb MPN483, helix amfipatiques
tipiques de proteines associades a membrana i també un elevat nombre d’aminoacids carregats positivament, els
quals es proposen com a punts d'interaccid amb els fosfolipids. Un altre punt en comi amb MPN483 és la
pertinenga a la familia GT2 de glicosiltransferases del CAZy. Les seqiiéncies d’'ambdues proteines presenten una

similitud del 86 % i quan s’alineen mitjangant un BLAST, una identitat del 56 % (Figura 5.1).

10 20 30 40 50 60
MG517 MDKLVSILVPCYKSKPFLKRFFNSLLKQDLNQAKIIFFNDNVADETYEVLQKFKKEHNNL

MP483: MNKLISILVPCYQSQPFLDRFFKSLLKQDWNGVKVIFFNDNKPDPTYEILKQFQQAHPQL
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120
MG517 AIEVYCDKQNEGIGKVRDKLVNLVTTPYFYFIDPDDCFNNKNVIKEIVESIKKEDFDLGV

MP483: AIEVHCGEKNVGVGGSRDQLINYVDTPYFYFVDPDDEFSDPNCFKAIVETIQGENFDIAV
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
MG517 LKSMVYLCFLKHDFIIKFLPLKGIFQGRVKLINNNNVNKLNYIKNNDQYIWNIVINTDFF

MP483: LNSIVYLQMLKNDFLIKHIPLKNIFQGKVKLNPDNTVNHLHYIQNNDQYIWNIVINTAFF
130 140 150 160 170 180
190 200 210 220 230 240

MG517 RKLNLTFESRLFEDIPIWYPMFFSSQKIVFIDVIGTNYFIRNDSLSTTISAPRYLNLIQC

MP483: KALDLQFVNRFIEDIAVWFPIMFKAQKVLWIDVNGVNYYLRPNSASTQKNSIKLLSFIEA
190 200 210 220 230 240
250 260 270 280 290 300

MG517 YEKLYVNLSQONGSLASFIDPNHKIEARFWRROMFVWFALFSFEYFKKNFSESKKILEKLF

MP483: YERLYFHLKKVGKLADFIDPNNKIESRFWRRQAFIWFSFINVSWMKAEFEQTKSVLQKLE
250 260 270 280 290 300
310 320 330 340

MG517 VFLEKNGVYERVFQTKNQGIYYIWVQRLKYFKHVLESKSDN

MP483: DFMEANGIYDRVFTNKHHGIYLLWVNRLKHFKKLVQAQPHL
310 320 330 340

Figura 5.1. Alineament amb BLAST de les seqiiéncies de GT-MG517 i MPN483.

Cal dir que I'estudi in vitro de MPN483 es realitza sobre extractes cel-lulars d’E.coli que expressen I'enzim, pero no
sobre proteina pura. En aquest sentit, 'estudi cinétic que es presenta en aquest capitol va més enlla, ja que a més
del treball amb extractes cel-lulars, inclou també la determinacié de parametres cinetics de I'enzim aillat, introduit en

un sistema miscel-lar que conté lipids i un detergent.

5.2  Estudis previs: analisi qualitativa de I'activitat enzimatica de GT-MG517

En una tesi realitzada al grup prévia al present treball es va desenvolupar un assaig que permetia determinar de
forma qualitativa I'activitat enzimatica de GT-MG517 [Andrés, E.; Tesi doctoral, 2007]. L’esmentat assaig esta basat
en les condicions de reaccié6 emprades pel grup de Wieslander en els seus treballs sobre Acholeplasma laidlawii

[Dahlqvist, A. et al, 1992]. Cal dir que el fet que el substrat acceptor de la reaccié enzimatica (DOG) presenti un
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caracter lipidic i, per tant, la seva solubilitat en matrius aquoses sigui baixa, planteja la necessitat d’usar un

detergent com a agent emulsionador.

En el cas de 'assaig qualitatiu desenvolupat en el grup, aquest agent és el detergent anionic SDS (dodecilsulfat
sodic). Es coneix que I'SDS en petites quantitats és capag d’activar la sintesi de MGIcDG en experiments in vitro
sobre membranes intactes d' Acholeplasma laidlawii [Dahlquist, A. et al, 1992]. Segurament aquesta capacitat es
troba relacionada amb el seu cap polar de naturalesa anionica, ja que tal com s’ha descrit anteriorment, la MGIcDG
sintasa d’ Acholeplasma requereix per a la seva activitat la carrega que li aporten fosfolipids anidnics com el PG. Ara
bé, quan I'SDS s’empra per a solubilitzar proteines de membrana, aquestes perden la seva activitat enzimatica. Per
tant, concentracions elevades del detergent no sén adequades per a treballar en un assaig enzimatic. Aixi doncs, les

condicions de reacci6 establertes son les que es mostren a la Taula 5.2.

Taula 5.2. Condicions de reaccié
estandards de [I'assaig qualitatiu per

P'activitat de GT-MG517
Compost Concentracio
Tris-malat pH 8 120 mM
MgCl. 20 mM
UDP-GIc (donador) 5mM
DOG / SDS (acceptor) 1 mM /0.2 mM
Treaccio’ 35°C
treacci OIN

Es tracta d’'un assaig qualitatiu, ja que els productes generats al llarg de la reaccié enzimatica es visualitzen
mitjangant Cromatografia de Capa Fina (TLC — Thin Layer Chromatography), técnica que per si mateixa no permet
una quantificacio directa. Per tal de separar els glicolipids produits enzimaticament dels substrats que no han
reaccionat, s'utilitza la naturalesa hidrofobica dels primers i se separen mitjangant una extraccié liquid-liquid amb

una mescla organica de cloroform/MeOH. El protocol complet es descriu en el punt 10.2.2 de la Part Experimental.

Els resultats que es presenten a continuacié s’han obtingut a partir de I'aplicaci6 de I'assaig qualitatiu.

5.2.1 Regulaci6 de 'activitat enzimatica de GT-MG517 per part de la membrana

Un bon funcionament de la membrana plasmatica requereix que les seves propietats fisiques (cristal-linitat, radi de
curvatura i carrega) siguin les adequades. Per aixo és basic el manteniment de I'equilibri de fases proxim a la
transicié bicapa-no bicapa i una curvatura espontania gairebé constant. La forma com s'assoleixen aquestes
condicions és regulant les proporcions relatives entre molecules que tenen tendéncia a formar fases lamel-lars, com
el DGIcDG, i molecules que tendeixen a formar fases no-lamel-lars, com el MGIcDG. Aixi doncs, I'entorn lipidic de
les glicosiltransferases que sintetitzen aquests glicolipids, com és el cas de GT-MG517, influencia de forma molt

important la seva activitat, ja que determina I'esmentada ratio MGlcDG/DGIcDG necessaria en cada moment.

Per tal de demostrar aquesta dependéncia respecte la composicié lipidica de I'entorn per part de GT-MG517, s’han
analitzat els glicolipids que I'enzim produeix en dues condicions diferents. En la primera d’elles, la font enzimatica és
proteina purificada segons el métode descrit en el punt 4.4.2 del Capitol 4 “Expressié i purificacid de GT-MG517”, en
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el qual s'usa Triton x-100 per tal de solubilitzar les proteines de membrana, seguit d'una cromatografia d’afinitat per
tal de separar la proteina d'interés de la resta de proteines d’E.coli també solubilitzades pel tampd d'extraccié i el
tampo final en el qual es troba I'enzim és 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100 i 5 % glicerol. En la
segona condicid, la font enzimatica consisteix en esferoplasts obtinguts a partir de cél-lules d’E.coli que expressen
GT-MG517. La diferéncia entre les dues fonts enzimatiques és clara, ja que en el cas dels esferoplasts, la
glicosiltransferasa se situa a la membrana i, per tant, disposa d’un entorn lipidic determinat; mentre que quan s'usa
proteina aillada i extreta de la membrana amb un detergent com el Triton x-100, s’ha demostrat que I'enzim es troba
lliure de lipids (Figura 4.10). A més, s’ha inclds una tercera reaccié on la font enzimatica és I'extracte proteic
provinent de I'extracci6 amb Triton x-100 que, a més de GT-MG517, conté totes les altres proteines d'E.coli

solubilitzades pel tampo, perd cap dels lipids de membrana.

Totes les reaccions enzimatiques s’han realitzat en les condicions estandard especificades en la Taula 5.2. Com a

controls, s’han inclos les corresponents reaccions sense el substrat donador UDP-Glc.

v <«— Colesterol
<—— MGIcDG ' ‘
o /
- <«—— MGIcDG
p g <——DGIcDG
- <«——DGIcDG
<«—TGIDG
1: Proteina pura + DOG
2: Proteina pura + UDP-Glc + DOG R
3: Extracte Trito + DOG £ - &
4: Extracte Trito + UDP-Glc + DOG Rl aBel
5: Esferoplasts + DOG .
A\I gfleasde. 5 6 4 6: Esferoplasts + UDP-Glc + DOG
Figura  5.2b.  Glicolipids  de
Figura 5.2a. Regulacié de la ratio MGIcDG/DGIcDG. Capa fina Mycoplasma genitalium. Capa fina
obtinguda amb una fase mobil 65:25:4 MeOH/AcOH/H20 i revelada amb obtinguda amb una fase mobil 65:25:4
o-naftol i acid sulfaric MeOH/AcOH/H20 i revelada amb acid
sulfuric.

A la Figura 5.2a es presenten els resultats obtinguts. S’observa com el producte majoritari quan GT-MG517 es troba
purificada (carril 2) és el MGIcDG, mentre que el mateix compost és practicament inexistent quan la font enzimatica
son esferoplasts (carril 6). En aquest cas, el principal glicolipid sintetitzat és DGIcDG. Sembla doncs que quan la
proteina es troba inserida a la membrana d’E.coli, es troba sotmesa a algun tipus de regulacié que desplaga la
sintesi de glicolipids cap a una molécula de caracter més lamel-lar. Unicament I'extraccié de la proteina amb el
detergent, el qual desplaga els lipids de la membrana durant el procés de solubilitzacid, ja genera el canvi en els
productes sintetitzats. Aixi, en les mostres on la font enzimatica és l'extracte proteic (carril 4), ja s'observa la

preséncia de MGIcDG, igual com ocorre quan I'enzim esta del tot purificat.

Si es compara el perfil de glicolipids que s'obté quan s’expressa GT-MG517 en E. coli amb el de Mycoplasma

genitalium també s’aprecien diferéncies, ja que el component majoritari en les membranes del microorganisme és el
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MGIcDG, tal com es pot veure a la Figura 5.2b, on la relacié MGlcDG/DGIcDG és més semblant a la que genera
I'enzim purificat. Aquestes diferéncies evidencien I'existéncia d'una regulacié enzimatica per part de la membrana, ja
sigui a nivell de les seves propietats fisiques, les quals puguin influir directament sobre I'activitat de la proteina, o a
nivell d’algun dels seus components, els quals poden modular també aquesta activitat, mitjangant activacié o

inhibicio.

Cal comentar que I'assignacié del compost més polar com a TGIcDG no es realitza en base a un analisi de la seva
estructura, com si s’ha realitzat pel MGIcDG i DGIcDG [Andrés, E.; Tesi doctoral, 2007], sind que esta basada en I'Ry
presentat en bibliografia per la mateixa molécula en un sistema cromatografic equivalent [Rosén Klement, M. et al,
2007].

5.2.2 Especificitat de I'enzim per substrat donador i substrat acceptor

Algunes de les glicosiltransferases involucrades en la sintesi de glicolipids sén molt estrictes pel que fa als substrats
donadors i acceptors que poden utilitzar, mentre d'altres es descriuen com a promiscues perque permeten I'obtencio

d’'un ventall més ampli de glicolipids.

En aquest sentit i d'una manera qualitativa, s’ha analitzat I'especificitat de GT-MG517 per substrat donador,
realitzant proves amb UDP-Glc i UDP-Gal, i per substrat acceptor, utilitzant DOG i ceramida. En tots els casos les
reaccions s’han dut a terme en les condicions estandards descrites a la Taula 5.2, perd cal remarcar que per tal de
solubilitzar la ceramida, ha estat necessari doblar la concentracié de SDS, de manera que en reacci6 aquesta era de
0.4 mM en comptes de 0.2 mM, valor habitual quan el lipid acceptor és DOG. Com a font enzimatica s’ha emprat
proteina purificada mitjangant cromatografia d’afinitat a partir d’'un tampé d’extraccié basat en el detergent Triton
x-100, la qual es troba en el tampé 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NaCl, 0.5 % Triton x-100i 5 % glicerol.

<+—— MGDG

<+—— MGCer

<«—— DGDG
Controls

1: Prot

2: Prot + UDP-Glc

3: Prot + UDP-Gal

4: Prot + DOG

5: Prot + ceramida
Reaccions

6: Prot + UDP-Glc + DOG
7: Prot + UDP-Gal + DOG
8: Prot + UDP-Glc + ceramida o2 W8S A B 8 T8 40

9: Prot + UDP-Gal + ceramida o = — =

Figura 5.3. Especificitat per substrat donador i acceptor de GT-MG517.

Els resultats que s’obtenen posen de manifest que GT-MG517 pot utilitzar com a donadors tant UDP-Glc com

UDP-Gal, tot i que els productes que I'enzim sintetitza en cada cas son diferents. Amb la parella UDP-Glc/DOG la
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ratio MGIcDG/DGIcDG és molt favorable al primer dels glicolipids (carril 6), mentre que quan és 'UDP-Gal que actua
de donador, la proporcié entre ambdos compostos s'iguala de forma notable (carril 7). En el cas que el substrat
acceptor sigui ceramida, pot afirmar-se que I'enzim prefereix UDP-GIc com a substrat donador i que només existeix
un primer terme de glicosilacié (carril 8). Es creu que el producte que apareix quan el substrat donador és UDP-GIc i
no hi ha un acceptor determinat (carril 2) és el resultat de la glicosilaci6 del Triton x-100 que forma part del tamp6 on

es troba la proteina purificada, el qual presenta un hidroxil lliure en la seva estructura.

Els resultats descrits demostren que GT-MG517 és capag de glicosilar tant DOG com ceramida. La possibilitat que
també pugui incorporar un sucre a lhidroxil lliure del Triton x-100 requereix més experiments i una identificacio

quimica de I'origen de la banda que es visualitza en la TLC.

Amb els donadors i acceptors assajats es pot afirmar que el comportament de GT-MG517 és forga semblant al de

MPNA483, la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae descrita en la “Introduccio” d'aquest capitol.

5.2.3  Requeriment de cofactor metal-lic per I'activitat enzimatica de GT-MG517

Es coneix que moltes glicosiltransferases necessiten de la preséncia d'un cofactor metal-lic en el medi de reaccié
per a ser actives [Unligil, U. i Rini, J., 2000]. Sembla que la funcié de I'esmentat cofactor és la de facilitar la sortida
del nucleotid-difosfat que es genera quan I'enzim transfereix el sucre des d’'un donador del tipus NDP-Gly. Els

cofactors metal-lics més tipics sén metalls divalents com el Mg?* o el Mn2* [Charnock, S. i Davies, G., 1999].

Tots els assajos d’activitat realitzats per a GT-MG517 s’han basat en la bibliografia provinent dels estudis sobre
Acholeplasma laidlawii. Les glicosiltransferases d’aquest organisme requereixen Mg2* per al seu funcionament. Per
analogia, en les reaccions realitzades amb GT-MG517 s'ha treballat amb el mateix metall. Es evident pels resultats
obtinguts que l'enzim és funcional en preséncia de Mg?*, perd encara no s’ha demostrat que aquest sigui

imprescindible per a I'observacié d’activitat, ni s’ha estudiat si és I'inic metall que la proteina pugui utilitzar.

MGIcDG —p

Compost desconegut,
possible detivat del triton

DGlcDG —

Mg® Mn* Co?* Ca?* zZn?* -

Figura 5.4. Requeriment de cofactor metal-lic.
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Utilitzant com a font enzimatica proteina purificada per cromatografia d’afinitat provinent d’'un extracte de
Triton x-100 que es troba en un tampd compost per 50 mM fosfat pH 7, 500 mM NacCl, 0.5 % Triton x-100 i 5 %
glicerol s’ha procedit a comprovar I'esmentat requeriment de Mg?* per part de GT-MG517. També s’han provat altres
metalls: Mn2*, Co2*, Ca2* i Zn?*. S’han emprat les condicions de reacci6 estandards, pero substituint el MgCl2 per la

corresponent sal (MnClz, CoClz, CaClz i ZnSO4), mantenint la concentracié de 20 mM en reacci6.
Els resultats que s'obtenen (Figura 5.4) posen de manifest que sense la preséncia d’'un cofactor metal-lic no hi ha
produccié de glicolipids (control -). D’altra banda, el metall que genera una sintesi més gran de glicolipids és el Mg2*,

tot i que també s'observa activitat quan el cofactor metal-lic és Mn2* o Co%, perd en una quantitat molt menor

segons la intensitat de les bandes de la TLC.

5.3  Analisi quantitativa: disseny i desenvolupament d’un assaig radiometric

La reaccié enzimatica que catalitza GT-MG517 és la que es presenta a la Figura 5.5.

OH
OH OH

o
HO O, HO o
OJL " H/)%.HUDP &/ O)L ) r&wuw o 2 OJL )
HO HO
oy Tt O\/\/O\H/R — >\ >:F5 O\/K/O\H/R
) GT-MG517 OH ) GT-MG517 OH o
1-B-glucopiranosil-diacil-sn-glicerol 1-B-(glucopiranosi-B-(1—86)-glucopiranosil)l-diacil-sn-glicerol

DAG MGIcDG DGIcDG

Figura 5.5. Reacci6 enzimatica catalitzada per GT-MG517.

Aixi doncs, I'estudi de I'activitat glicosiltransferasa de I'enzim podria fer-se monitoritzant el consum tant del donador
UDP-Glc com de I'acceptor DAG, pero també seguint la formacié dels dos glicolipids o I'alliberament d’'UDP. En
qualsevol cas no existeix una propietat diferencial mesurable directament per un métode espectrofotométric, la qual
permetria realitzar el seguiment de la reaccié d'una forma continua. Aquest fet és general per a la major part de
reaccions glicosiltransferasa. Es per aixd que els assajos d’activitat que existeixen son tots discontinus (métodes
radiometrics i métodes cromatografics), o bé acoblen una segona reacci6 indicadora que en permet el seguiment en

continu (métodes espectrofotometrics).

Pel que fa als esmentats métodes espectrofotométrics, acoblen a la reaccié glicosiltransferasa dues reaccions
enzimatiques més que consumeixen UDP i provoquen un canvi d’absorbancia mesurable a 340 nm. La primera
d'aquestes reaccions és la transformacié de fosfoenolpiruvat (PEP) en piruvat (PV) per la piruvat quinasa (PK),
reaccié que consumeix UDP. La segona reaccié és el pas del piruvat a lactat (L) mitjancant la lactat deshidrogenasa
(LDH). En aquesta reaccié es consumeix NADH, el qual absorbeix a 340 nm. Aquest fet propicia un seguiment en
continu de la seva desaparicio que en ultim terme s'associa directament a la reaccié de glicosilacié. Un esquema de

I'assaig acoblat a la reaccié de GT-MG517 es presenta a la Figura 5.6.
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GT-MG517 saonm A
R = oy, 260
UDP-Glc + DOG MGIcDOG + UDP UTP NADH + H* N D”J[“

PEP A > pv \/!

LDH

L

Figura 5.6. Esquema de I'assaig acoblat aplicat sobre la reaccié de GT-MG517.

Cal dir que els intents d'aplicar 'esmentada metodologia a la reaccié de GT-MG517 no han funcionat. EI motiu
principal es troba en la naturalesa lipidica del substrat acceptor i dels productes. La necessitat de treballar amb un
detergent que actui com a agent emulsionant i permeti la dissolucié de I'acceptor i els productes en el medi de
reaccié aquos genera miscel-les que afecten I'absorbancia a 340 nm. Aixi doncs, el seguiment de la reaccié no és

possible mitjangant aquest métode.

En el cas dels métodes cromatografics i, més concretament, electroforétics, la base de la seva aplicacié en el
seguiment de reaccions glicosiltransferasa es troba en marcar, preferiblement mitjangant derivatitzacié6 amb un
cromofor, els reactius i que d’aquesta forma, la marca s'incorpori als productes. L'excés de reactius marcat se
separa i es quantifica. L'electroforesi capil-lar proporciona una gran resolucié i sensibilitat, especialment si la
detecci6 es realitza per fluorescencia. Per aquest motiu, una forma habitual d'aplicar I'electroforesi capil‘lar a les
reaccions de glicosilacio és el marcatge de I'acceptor de 'esmentada reaccié6 amb un cromofor que a la vegada

proporcioni carrega a la molécula per permetre’n la separacio.

En el grup s’ha desenvolupat un assaig per electroforesi capil-lar destinat a I'estudi d’'una glicosiltransferasa, la
o-1,3-galactosiltransferasa [Monegal, A. et al, 2005]. Aquest enzim és el responsable de la sintesi del disacarid
terminal Gal-o-1,3-Gal de I'antigen majoritari en els xenotransplants, I'anomenat epitop oGal. El seguiment de la
reaccié mitjangant electroforesi capil-lar es realitza de forma discontinua mitjangant la derivatitzacié del producte
format amb I'acid 8-aminonaftalen-1,3,6-trisulfonic (ANTS). Aquesta molécula, a més de proporcionar carrega al
sucre en un marge ampli de pH, en permet la seva deteccié per absorcid a 'UV. La incorporacié de I'ANTS al
producte de la reaccié es fa a partir de I'extrem reductor del disacarid. L'aplicacié del mateix assaig a la reaccié
catalitzada per GT-MG517 ha resultat impossible, donada la manca d'un extrem reductor en el producte format, el

qual fes possible la derivatitzacié amb ANTS.

Aixi doncs, s’ha optat pel disseny i desenvolupament d’un assaig radiométric aplicable a la reaccié de glicosilacié
catalitzada per GT-MG517. Per fer-ho ha estat necessari tenir en compte dues particularitats de I'esmentada
reaccid, ja considerades en desenvolupar 'assaig qualitatiu per TLC. D’'una banda, la naturalesa lipidica del substrat
acceptor i dels productes formats; i de I'altra, el fet que GT-MG517 és un enzim associat a la membrana i, per tant,
posseeix zones altament hidrofobiques que requereixen un entorn apropiat que mantingui la proteina en un estat
funcional. Aixi doncs, és necessari un medi de reacci6 que permeti a la vegada la convivéncia del substrat donador
hidrofilic i de la resta de components hidrofobics, enzim inclos. A més, aquest medi ha de ser homogeni, ja que per
tal que tingui lloc la reaccié, substrats i enzim han de poder entrar en contacte i aixd no ocorre si es troben en fases
diferents. La solucié per aconseguir aquestes condicions es troba en I's de sistemes de miscel-les mixtes, en les
quals s'inclou un detergent, la proteina i el substrat acceptor lipidic i on s’incorporen els productes a mesura que

avanga la reaccio.

- 161 -



capitol 5: Estudl cindtic de lactivitat enzimatica de GT-MG51F+

La marca radioactiva necessaria per quantificar el progrés de la reaccié que catalitza GT-MG517 s’incorpora
mitjangant substrats donadors marcats amb *4C en tots els carbonis de la part del sucre, ja sigui glucosa o galactosa
(UDP-"4C-Glc o UDP-14C-Gal). Per tal de separar el reactiu en excés que no s’incorpora als glicolipids, s’aprofita la
naturalesa hidrofdbica d’aquestes molécules i es realitza una extraccié liquid-liquid amb un dissolvent organic.
D’aquesta manera, la marca no incorporada als productes de la reaccié enzimatica roman a la fase aquosa, mentre
aquella que forma part dels glicolipids de nova sintesi passa a la fase organica i es comptabilitza mitjangant un
comptador de centelleig [Shimojima, M. et al, 1997]. A la Figura 5.7 es presenta un esquema del procediment
dissenyat, en base al qual pot dir-se que I'assaig radiométric permet seguir I'evoluci6 de la reaccid enzimatica de
forma discontinua. Cal tenir en compte, pero, que I'assaig només quantifica radioactivitat incorporada a la fracci6
lipidica. Aix0 implica que no es possible distingir entre la formacié del MGIcDG i del DGIcDG, sin6 que es

comptabilitzen ambdds compostos conjuntament.

UDP-%4C-Glc + DOG

Reaccid
+ GT-MG517

1 Extracci6 aliquota

Parada

AcOEt .z
Reaccid

Ortex

NaCl 0.45%
AcOEt

L1 |e=E] ]

Vértex
+
centrifuga

Bl

F. Aquosa F. Organica Extraccio

UDPC-Glc  M3C-GIeDOG | Lig-lig
D-14C-GIcDOG

Comptador de centelleig

Figura 5.7. Assaig radiométric.

Ha estat necessaria I'optimitzacié de diversos aspectes de I'assaig radiométric, com ara la relacié entre donador
radioactiu/no radioactiu present en les reaccions, el temps de comptatge i el nimero d’extraccions necessaries per

assegurar que la fase organica es troba lliure del donador en excés que no ha reaccionat.

5.31 Obtencid de les rectes patrd dels substrats donadors i establiment del temps de comptatge optim.

Es necessari disposar de rectes patré que permetin relacionar la radioactivitat incorporada als productes formats
amb la quantitat de substrat donador consumit. Aquestes rectes patr6 s'elaboren a partir de diferents dilucions d’'una
dissolucio stock concentrada de donador, ja sigui UDP-Glc o UDP-Gal. Cal dir que per tal de cobrir tot el rang de
concentracions de donadors amb les quals es treballara i mantenir-se dins del marge de linealitat del metode, s’ha
treballat amb dues relacions diferents de la ratio radioactiu/no radioactiu: 1/200 i 1/50 (en ambdés casos la ratio és

molar, és a dir, mols de donador radioactiu enfront a de mols de donador no radioactiu). La primera de les ratios és
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I'emprada de forma habitual, mentre que la segona s’ha usat quan la concentracié de donador en reacci6 és igual o

inferior a 50 PM.

Les rectes patré dels donadors per a la ratio 1/50 s’han mesurat a diferents temps de comptatge en el comptador de
centelleig per tal d'establir-ne el temps optim segons el marge de linealitat del métode proporcionat per cadascun.
Aquest marge de linealitat es determina a partir d’'un factor de resposta (f) que relaciona la concentracié de donador
amb el senyal obtingut. A partir de totes les concentracions analitzades es calcula un factor de resposta promig
(forom) i €S consideren dins del marge de linealitat aquelles concentracions que es troben dins linterval forom + 10%.
S'han provat tres temps de comptatge diferents: 1 min, 2 min i 4 min. A la Taula 5.3 es presenten els resultats
obtinguts. A partir d’ells es determina que el temps de comptatge Optim és 2 min. Es amb aquest valor que s'obtenen

les rectes patro per a la ratio 1/200.

Taula 5.3. Marge de linealitat per les rectes patré 1/50 a
diferents temps de comptatge

Marge de linealitat / yM
Temps de comptatge  UDP-Glc 1/50  UDP-Gal 1/50

1 min 1.56 - 50 0.78 - 50
2min 0.39-50 0.39-50
4 min 0.39-50 0.39 - 50

Idealment els patrons han d'obtenir-se mitjangant un procés el maxim de semblant possible al que s’emprara
posteriorment amb les mostres. En aquest cas les mostres se sotmeten a una extraccié liquid/liquid i es mesura la
radioactivitat de la fraccié organica, la qual conté els productes de la reacci6, mentre el substrat que no ha
reaccionat es manté a la fase aquosa. Els patrons no poden tractar-se de la mateixa manera perqué no sén solubles
en el dissolvent organic. Per aixo en el procés d’'obtencid de les rectes patrd s'omet aquest pas i es comptabilitza la
radioactivitat de les diferents concentracions de donador addicionant-lo sobre el liquid de centelleig, el qual

previament s’ha mesclat amb el volum de dissolvent organic que contindran les mostres.

A la Figura 5.8 es presenten les rectes patr6 elaborades per als dos substrats donadors, UDP-Glc i UDP-Gal, i els
corresponents marges de linealitat, en ambdés casos per a una relacié radioactiu/no radioactiu igual a 1/200. Les
mateixes dades pero per a la relacié 1/50 es presenten a la Figura 5.9. A les Taules 12.1 — 12.4 de I'Annex 1 es
recullen les dades que corresponen a les rectes d’'ambdues Figures i el procediment descrit per tal d'obtenir-les es

resumeix en el punt 10.3.1 de la Part Experimental.
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Figura 5.8. Rectes patré d’UDP-GIc i UDP-Gal amb relacié 1/200 radioactiu/no radioactiu.
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Figura 5.9. Rectes patré d’UDP-Glc i UDP-Gal amb relacié 1/50 radioactiu/no radioactiu.

5.3.2  Optimitzacio del procés d’extraccio dels glicolipids sintetitzats

Tal com es pot veure a la Figura 5.7, el dissolvent organic escollit per dur a terme I'extracci6 dels glicolipids produits
per GT-MG517 és l'acetat d'etil (AcOEt). Aquesta tria es realitza en base a la bibliografia [Shimojima, M., et al,

-164 -



capitol 5: Estudl cindtic de lactivitat enzimatica de GT-MG51F+

1997]. Cal doncs comprovar que I'esmentat dissolvent és capag d’extreure els glicolipids, ja que fins al moment, en

els assajos qualitatius visualitzats per TLC, I'extracci6 es realitzava amb una mescla de cloroform/MeOH 2:1.

Es preparen dues reaccions enzimatiques segons el procediment descrit anteriorment en l'apartat 5.2 d’aquest
capitol i es procedeix a I'extraccié dels productes sintetitzats, en un cas amb la mescla cloroform/MeOH 2:1 i en
l'altre amb AcOEt. La TLC corresponent posa de manifest que el nou dissolvent és capag d’extreure els glicolipids

de forma comparable a la mescla cloroform/MeOH 2:1.

Cal també determinar si I'AcOEt pot discriminar i extreure Unicament els glicolipids de nova sintesi o si per contra,
arrossega també una part del donador en excés que no ha reaccionat. En cas que aix0 Ultim ocorri, cal establir el
nombre de rentats amb NaCl 0.45 % necessaris per eliminar el donador de la fase organica abans de procedir al

recompte de radioactivitat.

Es preparen dos coctels de reaccio sense enzim, un UDP-Glc normal i I'altre amb UDP-GIc marcada (es fa igual per
'UDP-Gal). Per tots dos s'extreu una aliquota i s’'addiciona a un tub Eppendorf que conté AcOEt. Es vortexa i
s'addiciona NaCl 0.45 %. El conjunt se centrifuga i s'analitza la quantitat de radioactivitat present a la fase organica.
El protocol seguit es descriu en el punt 10.3.2 de la Part Experimental. La mesura de la radioactivitat déna com a
resultat el mateix valor per les mostres amb marca que per les mostres sense marcar. Per tant, un rentat amb NaCl

0.45 % és suficient per eliminar el possible donador que s’extregui amb I'AcOEt.

5.3.3 Preparacié d’una reaccié estandard i obtencié de velocitats inicials

Un cop optimitzats tots els parametres relacionats amb el protocol experimental de I'assaig radiométric i obtingudes
les rectes patré de donadors, es procedeix a explicar com es prepara una reaccio estandard i com s'obtenen els
corresponents valors de velocitat inicial que permeten després el calcul de dades cinétiques relacionades amb
GT-MG517.

Les condicions de reaccié d’una preparacié estandard es descriuen a la Taula 5.4.

Taula 5.4. Condicions de reaccio estandard de I'assaig

radiométric
Compost Concentracio
HEPES pH 8 20 mM
MgCl2 20 mM
CHAPS 20 mM
DOG 1.25 mM
DOPG 12.5 mM
UDP-"C-Glc / UDP-"*C-Gal 1mM
GT-MG517 (en extracte o purificada)  Variable segons lot
Treaccis 35°C

La preparaci6 de les mostres consta de dos passos diferenciats, ja que primer s'obté una mescla que conté els

compostos de naturalesa lipidica, el que s’anomena extracte lipidic i consta de miscel-les mixtes d’'un detergent,
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I'acceptor i altres lipids, i posteriorment s’addicionen a aquest extracte I'enzim, el qual també s'incorpora a les

esmentades miscel-les, i el donador marcat.

5.3.3.1 Preparacio de miscel-les mixtes detergent/acceptor/enzim.

La preparacio de les miscel-les mixtes necessaries per a un adequat progrés de la reaccio enzimatica de GT-MG517
s’ha dut a terme en base a descripcions bibliografiques, ja que aquest métode és I'aplicat en molts dels estudis
cinétics de glicosiltransferases descrits en la “Introduccié” d’aquest capitol [Maréchal, E. et al, 1994; Karlsson, O. et
al, 1997]. El detergent escollit ha estat el CHAPS (acid 3-[(colamidopropil)dimetilamoni]-1-propanesulfonic), si bé
inicialment es va provar també amb SDS, ja que aquest és el detergent emprat en I'assaig qualitatiu de TLC per
obtenir emulsions del substrat acceptor DOG. Les reaccions monitoritzades en un sistema de miscel-les mixtes de
SDS no progressaven més enlla d'un 0.1 %. Probablement la concentracié de detergent usada en la seva
preparacié no era suficient per a I'obtencié de miscel-les i només una part molt petita de la proteina quedava en

contacte amb els substrats, fent impossible que la reaccié enzimatica tingués lloc.

La preparacio de les miscel-les mixtes de CHAPS, les quals també contenen altres lipids el paper dels quals es
comentara més endavant, el substrat acceptor DOG i I'enzim, es descriu ampliament en el punt 10.3.3 de la Part
Experimental. Aqui breument se'n comenta el procediment. Per una banda, els compostos de naturalesa lipidica
s'introdueixen en un vial de vidre dissolts en cloroform i el dissolvent s'evapora sota un corrent de nitrogen. Per
assegurar I'evaporacio completa, es mantenen els vials durant 1 hora al buit. A continuaci6 s’addiciona el CHAPS,
juntament amb els altres components del tamp6 de reacci6. Per tal que es formin les miscel-les, el conjunt es
vortexa extensament i s'infrodueix en un bany d'ultrasons durant 5 min. El resultat del procés és un medi
transparent, fet que implica la correcta formacio de les miscel-les. A la Taula 5.5 es presenta la composicio
estandard dels extractes lipidics. Com es pot veure, les concentracions que consten a la Taula no son les finals en
reaccid, ja que I'extracte lipidic només representa un 54.5 % del volum total d'aquesta i els altres components, com

el substrat donador o I'enzim, que s’hi addicionen posteriorment, en modifiquen la concentraci.

Taula 5.5. Composicié estandard de
I'extracte lipidic

Compost Concentracio
HEPES pH 8 36.7 mM
MgCl2 36.7 mM
CHAPS 36.7mM
DOG 1.81 mM
DOPG 18.1 mM

Un cop es disposa de I'extracte lipidic, s’hi addiciona I'enzim, ja sigui en forma d’extracte proteic o en forma de
proteina purificada. Per tal que aquest pugui incorporar-se a les miscel-les, es deixa un temps d’incubacio6 a 4 °C no

inferior a 30 min.
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5.3.3.2 Obtencié d’una corba de progrés de reaccid

Per tal d’obtenir parametres cinétics de la glicosiltransferasa en estudi, cal mesurar velocitats inicials de la reaccié
enzimatica en diferents condicions. Aquestes poden calcular-se a partir de la zona lineal que es déna a l'inici de les

corbes de progrés de les reaccions.

Una mescla de reaccié (Viotal de 110 uL) que conté I'extracte lipidic preparat tal com s’ha descrit en I'apartat anterior i
en el qual ja s’ha incorporat la font enzimatica es manté 10 min a 35 °C per tal de condicionar-la. El temps inicial de
la corba de progrés el marca I'addicié del donador marcat. A partir d’aqui, es treuen cinc aliquotes de 20 UL a
diferents intervals de temps. Per tal de parar la reaccio, cada aliquota d’addiciona sobre 500 uL d’AcOEt i es vortexa
intensament. A continuacié, s'addicionen 250 L de NaCl 0.45 %, es vortexa novament i se centrifuga a 2500 rpm
durant 5 min per tal d’obtenir una bona separacio de les fases i, en conseqiiéncia, una bona extraccié dels glicolipids
formats. Tot seguit, 350 L de la fase organica s’addicionen sobre un vial de centelleig que conté 4 mL de liquid de
centelleig i 0.5 mL de MeOH. La radioactivitat de cada mostra es compta en el comptador de centelleig durant 2 min

(punt 10.3.4 de la Part Experimental).

A la Figura 5.10 es presenta una corba de progrés obtinguda a partir del métode descrit, amb el corresponent ajust

d’'una recta a la zona lineal per tal de determinar la velocitat inicial de la reaccio.

Corba de progrés GT-MG517
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Figura 5.10. Corba de progrés de la reaccié. Condicions: 20 mM HEPES
pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG, 500
UM UDP-'C-Gal, 60 pg proteina total.

5.3.4  Repetibilitat de I'assaig radiométric

La repetibilitat de I'assaig radiométric dissenyat s’ha avaluat a partir del valor d’activitat especifica obtingut per a tres
répliques d’'una mateixa reaccié on la font enzimatica era proteina GT-MG517 purificada i les condicions de reaccio
les seglients: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG, 1 mM UDP-14C-
Gal, 0.26 uyM GT-MG517 activa.
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Taula 5.6. Repetibilitat de I'assaig radiométric

Activitat especifica
(U/mg prot)
Rep. 1 1.38
Rep. 2 1.33
Rep. 3 1.12
Promig 1.28
Desv. Est 0.14
Coef. Var (%) 11

A la Taula 5.6 es presenten els resultats obtinguts, a partir dels quals es determina que el coeficient de variacié de
l'assaig és de 11 %. Cal tenir en compte que aquest valor engloba tot el procés de preparacié de mostres, a més
del procés d'extraccio d'aliquotes de la reaccié i el tractament de mostra posterior. Per aixd es considera que un

coeficient de variacié de I'11 % és acceptable.

5.3.5  Determinacié dels glicolipids formats en I'assaig radiométric per HPLC-MS

Com s’ha comentat anteriorment, I'assaig radiométric desenvolupat permet Unicament la quantificacio de la
radioactivitat incorporada a la fase lipidica, fent impossible la distincié entre aquella part que s’incorpora en forma de
MGIcDG i la que ho fa en forma de DGIcDG. Si I'objectiu de 'esmentat assaig és la seva aplicacio a la determinacié
de parametres cinétics de GT-MG517, cal conéixer exactament quina o quines reaccions s’avaluen en tot moment,

és a dir, si se segueix Unicament la formacié del primer terme de glicosilacié o també s’hi inclou el segon.

Per conéixer els productes que es formen al llarg de la reaccié i, més important, per determinar quina reacci6
s'estudia cinéticament mitjancant 'assaig radiometric, de forma paral-lela a la present tesi s’ha desenvolupat en el
grup un metode cromatografic d’HPLC (high performance liquid chromatography) per al seguiment de la reaccié de
GT-MG517 mitjangant la detecci6 i quantificacié dels glicolipids formats amb un espectrometre de masses [Mora, N.;

Tesi doctoral, en curs]. A la Taula 5.7 es detallen les condicions cromatografiques i de deteccié que s'utilitzen.

Taula 5.7. Condicions del métode cromatografic d’HPLC-MS
per a la deteccid de glicolipids.

Caracteristiques
Cromatograf Acquity UPLC system (Waters)
Pre-columna C18
Columna Nova-Pack C18 (4 ym, 3.9 x 150 mm)
Fase mobil mescla 98:1 MeOH/aigua
Flux 1 ml/min
temps 30 min

Espectrometre de masses ZMD (Waters):

Detector ESP+ / Mode SIR / Con 20 volts
[M+Na]* DOG = 644
[M+Na]* MGIcDG = 806
m/z avaluades

[M+Na]* DGIcDG = 968
[M+Na]* TGIcDG = 1130

Com es pot veure, es tracte d'un métode de separacié en fase reversa en el qual s'utilitza 'espectrometre de
masses per a detectar Unicament els ions dels compostos d’interés, que en aquest cas son el substrat acceptor de la
reaccié enzimatica DOG i els seus tres primers productes de glicosilacio: MGIcDG, DGIcDG i TGIcDG. En la Figura

5.11 es presenta un exemple d'un cromatograma en el qual es poden veure els pics del MGIcDG (tr= 11.7 min) i del
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DGIcDG (tr = 8.8 min). També s’hi aprecia I'excés d’acceptor DOG que no reacciona i el qual representa el pic
principal (tz= 18.1 min).

DGIcDG  MCICDG

,,,,, L5

Ampliacio
2-6min
0JA0368 SIR of 4 Channels ES+
. TIC|
9.66e5/
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MGIcDG

11.66
158454

DGIcDG

8.76
14960
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Figura 5.11. Cromatograma del métode HPLC-MS per a la identificacio i quantificacio
de glicolipids. Condicions de reacci6: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS,
1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG, 1 mM UDP-Gal, 0.099 uyM GT-MG517, Treaccio = 35 °C.
Cromatograma del minut 6 de reaccio.

Per a la quantificaci6 dels glicolipids detectats en I'espectrometre de masses s'utilitzen patrons de dos glicolipids
comercials molt semblants al MGIcDG i al DGIcDG i que, per tant, s'espera que presentin un factor de resposta

equivalent. Aquests sén el MGDEG (monogalactosildiestearilglicerol) i el DGDEG (digalactosildiestearilglicerol).

Per a la caracteritzacié cinética de GT-MG517 mitjangant 'assaig radiométric s'obtenen corbes de progrés seguint el
procediment explicat anteriorment. El calcul de velocitats inicials es fa a partir de I'ajust d'una recta a la part inicial de
les esmentades corbes de progrés (veure Figura 5.10), moment en el qual encara no s’ha assolit el 10% de
conversiod del substrat donador. En funcié de la identitat d’'aquest, el seguiment de la reaccié té lloc durant 10 minuts,
si es tracta d’'UDP-Gal, o durant 20 min, si és UDP-Glc. Per tant, 'objectiu de I'aplicacié del métode de separacio i
identificacio de glicolipids és la determinacié dels productes que es formen en la reaccié de GT-MG517 durant

aquests dos periodes de temps.

Per fer-ho, es preparen dues reaccions equivalents a les emprades en un assaig radiométric, perd amb donador no
marcat i es procedeix de la mateixa forma, tot extraient aliquotes de 20 L a diferents temps al llarg d’'una hora. Per
a cada aliquota, s'atura la reaccié a partir de la seva addicié sobre 200 uL de MeOH, i la mescla resultant s'injecta

directament al cromatograf, tal com s’explica en el punt 10.5 de la Part Experimental.

A la Figura 5.12 es presenten els resultats obtinguts. Pot observar-se com quan el donador de la reaccio catalitzada

per GT-MG517 és UDP-Glc, durant la primera hora de reaccié aquesta només produeix el primer terme de
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glicosilacio, és a dir MGIcDG, i que el DGIcDG no és detectable amb el métode utilitzat. Per tant, i ja que I'assaig
radiometric en aquest cas segueix la reaccié un maxim de 20 minuts, es pot afirmar que Unicament monitoritza la
primera part de la reaccio enzimatica en la qual es transfereix la unitat de glucosa a I'acceptor DOG. Aixi doncs, tots
els parametres cinétics que es determinin amb I'esmentat assaig radiométric sén associables a GT-MG517 actuant
com a MGIcDG sintasa.

1 mM UDP-Glc / 1.25 mM DOG 1 mM UDP-Gal / 1.25 mM DOG
410000 _ 1230000 - MGDG "
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Figura 5.12a. Productes sintetitzats per GT-MG517 durant 1 hora de reaccié analitzats per HPLC-MS. Condicions de
reaccié: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG, 1 mM donador, 0.099 uM GT-
MG517, Treaccio = 35 °C. Dades a la Taula 12.5 de I'Annex 1.
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Figura 5.12b. Analisi per HPLC-MS de la preséncia de DGDG en el total de lipids sintetitzats per GT-MG517 durant 1 hora
de reaccid. Condicions de reacci6: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM DOPG, 1 mM
UDP-Gal, 0.099 pyM GT-MG517, Treaccis = 35 °C.
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Quan el donador és UDP-Gal, la situaci6 és lleugerament diferent, ja que s'observa 'aparicié del segon terme de
glicosilacio a partir del minut 4 de reaccié. Ara bé, si es considera la quantitat de DGDG present en relaci6 a la
quantitat de MGDG (valor que apareix en percentatge sobre les columnes del segon grafic en la Figura 5.12b), es
determina que al llarg dels 10 minuts en els quals té lloc el seguiment de la reacci6 de GT-MG517 mitjangant
l'assaig radiométric, 'esmentada proporcié practicament no supera el 10%. Aixi doncs, pot considerar-se que els
parametres cinétics que s'obtenen son associables directament a I'enzim que es troba actuant com a MGDG

sintasa, igual com ocorre quan el donador és UDP-Glc.

L'analisi dels productes formats en la reaccié catalitzada per GT-MG517 s’ha realitzat emprant proteina purificada.
Ara bé, les conclusions extretes s'apliquen també als assajos realitzats sobre extractes proteics i que es detallen a

continuacio.

54  Caracteritzacié cinética de GT-MG517 en extracte proteic

Tal com s’ha explicat en el Capitol 4 “Expressio i purificaci6 de GT-MG517”, s’ha desenvolupat un sistema
d'expressio de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium en E.coli el qual permet I'obtencié de I'enzim soluble i
funcional mitjangant la seva coexpressié amb xaperones i 'extraccio amb un tampd que conté un detergent. En
aquest punt del treball es detalla la caracteritzacio cinética de GT-MG517 quan es troba en I'extracte proteic generat

en I'esmentada extraccio.

541 Obtencié de I'extracte proteic

L'extracte proteic que conté GT-MG517 s'obté a partir d’'un cultiv de céllules d'E.coli BL21 DE3 Star
cotransformades amb els plasmidis pET517HisC i pGro7. El creixement del cultiu i la induccié de I'expressié proteica

es realitza segons el protocol descrit en el punt 9.1.2 de la Part Experimental.

Per tal d’assegurar que el procés d’extracci6 solubilitza la major quantitat possible de la glicosiltransferasa d'interes,
s’escull un tamp6 que combina glicerol, un detergent i una elevada forga idnica. La seva composicié és 20 mM
HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS i 10% glicerol. L’extraccié es descriu en el mateix punt 9.1.2 de la Part
Experimental i la concentraci6 de proteina total obtinguda en I'extracte final es quantifica mitjangant el métode de

BCA descrit en el punt 9.6.2 de la Part Experimental.

54.2  Activitat especifica de GT-MG517 en extracte

L'activitat especifica de GT-MG517 en extracte s’ha determinat mitjangant 'assaig radiométric i per a dos substrats
donadors, UDP-Glc i UDP-Gal.
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Inicialment i per tal de comprovar que l'activitat mesurada en I'esmentat assaig radiométric és una activitat
enzimatica, es realitza una recta d'activitat vs quantitat de proteina total, preparant diferents dilucions de I'extracte
proteic amb el tampd d'extraccid. Com a control negatiu es treballa amb un extracte proteic equivalent pero
provinent d’un cultiu de cél-lules d’E. Coli que no expressen GT-MG517. Es comprova que I'activitat presentada per

aquest control es troba als mateixos nivells que els blancs de reacci6.

A la Figura 5.13 es presenten les rectes activitat vs proteina total pels dos substrats donadors provats. Queda clar
que l'activitat mesurada és adjudicable a la preséncia de GT-MG517 en l'extracte proteic, ja que s'observa

I'esperada relacié lineal entre activitat i proteina total present en reaccio.

Activitat vs prot tot — UDP-Glc Activitat vs prot tot — UDP-Gal
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Figura 5.13. Rectes activitat vs proteina total en extracte. Condicions de reaccié: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM
MgCl2, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 12.5 mM DOPG, 1 mM "“C-donador, Treaccis = 35 °C. Per UDP-
Glc: proteina total = 5.2 - 17 ug. Per UDP-Gal: proteina total = 1.5 - 3.4 pg. Dades a la Taula 12.6 de I'Annex 1.

Cal fer esment que I'ordenada a l'origen de les rectes d’activitat vs proteina total, la qual hauria d’aproximar-se a
zero ja que en absencia de proteina no pot haver-hi activitat, té un valor forga diferent i negatiu en ambdés casos.
Aix0 podria esta indicant que el métode de quantificacié de proteina total que s'utilitza, el metode de BCA, esta
subestimant els valors que proporciona. Cal tenir en compte que per obtenir la recta patré a partir de la qual es
calculen els valors de proteina total presents als extractes, es treballa amb BSA (albumina de sérum bovi) i les
diferents dilucions es preparen amb tamp6 d’extraccio. Ara bé, quan es quantifiquen els extractes, aquests contenen
a més de les proteines i 'esmentat tampé d’extraccid, altres components solubilitzats també per aquest. Podria
ocorre que algun d’aquests compostos interferis en I'assaig i en modifiqués els resultats. D'altra banda, s’ha
considerat que el metode de BCA és I'inic assaig de quantificacié de proteines aplicable al sistema amb el qual es

treballa, ja que és compatible amb la preséncia de detergents i concentracions elevades de glicerol.

Taula 5.8. Activitat especifica de GT-MG517 en extracte a
partir de les rectes activitat vs proteina total.

Activitat especifica
UDP-Glc UDP-Gal
pmol/min-yg prottot ~ (3.6+£0.4)-10°  (1.17+0.06)-10
U/mg prot tot 0.036+0.004 0.117+0.006

Del pendent de les rectes de la Figura 5.13, pot obtenir-se un valor d’activitat especifica (Taula 5.8) per GT-MG517
en extracte per a UDP-Glc i UDP-Gal.
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Si bé el procediment d'obtencié de I'extracte proteic s’ha mantingut constant en tots els experiments realitzats,
existeixen molts parametres que poden influir sobre 'expressié de GT-MG517, com ara I'estat de les cél-lules del
cultiu, el punt en el qual s’ha finalitzat el mateix, petites diferéncies en el procés de lisi per sonicaci6, etc. Per aquest
motiu, és esperable una certa variabilitat en la quantitat de glicosiltransferasa present en cadascun dels extractes
amb els quals s’ha treballat, fet que fa necessari presentar I'activitat especifica de I'enzim en extracte no com un
Unic valor, sind com un interval. A la Taula 5.9 es presenten els valors d'activitat especifica determinats per a

diferents lots d’extracte, tant per UDP-Glc com per UDP-Gal.

Taula 5.9. Activitat especifica de GT-MG517 en extracte.
Activitat especifica (U/mg prot tot)

Lot extracte UDP-Glc UDP-Gal
Recta activitat vs prot tot 0.036 0.117

Michaelis-Menten 0.052* 0.262
Tampons d’extraccid - 0.236

* Valor promig entre els dos punts realitzats en les mateixes
condicions per a la M-M (0.054 i 0.050).

S'observa que l'activitat especifica de GT-MG517 en extracte quan el substrat donador és UDP-Gal varia entre
0.117 - 0.262 U/mg de proteina total, mentre que quan el substrat donador és UDP-Glc la variacié és quelcom
menor i es troba entre 0.036 — 0.052 U/mg de proteina total. Aixi doncs, si es compara l'activitat especifica de
I'enzim amb ambdds substrats, es determina que aquesta és entre 3.25 i 5 vegades superior amb UDP-Gal que amb
UDP-Glc.

Aquesta tendencia és oposada a la que s’observa per a la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae, MPN483,
per la qual, I'activitat especifica in vitro quan es troba en extracte és lleugerament superior amb UDP-GlIc, en concret
un factor de 1.25 vegades si es compara amb UDP-Gal, sempre que el substrat acceptor sigui DAG [Rosén
Klement, M., et al, 2007].

5.4.3  Parametres cinétics aparents del substrat donador per GT-MG517 en extracte

L'obtencié dels parametres cinétics del substrat donador, tant UDP-GIc com UDP-Gal, per la glicosiltransferasa en
estudi s’ha realitzat a partir de I'assaig radiométric. S’han utilitzat les condicions de reaccié estandard (veure Taula
5.4), variant les concentracions de donador des de 0 - 1 mM en el cas de 'UDP-Glc i des de 0 — 2 mM en el cas de
'UDP-Gal. En les reaccions en les quals la concentracié de donador era inferior o igual a 50 pM, s’ha canviat la
relacié radioactiu/no radioactiu de la dissolucié stock de I'habitual 1/200 a la més concentrada 1/50. En cada cas
s’ha realitzat un blanc de reaccié a 1 mM de donador perd sense extracte proteic. Durant el temps de la cinética no

s’ha detectat cap senyal distingible del blanc.

Pel que fa a I'extracte proteic emprat, per a cada corba de Michaelis-Menten s’ha utilitzat un lot diferent pel qual s’ha

obtingut la seva activitat especifica com a control (veure Taula 5.9).

A la Figura 5.14 es presenten les corbes de Michaelis-Menten pels dos substrats donadors. Els parametres cinétics

derivats de I'ajust es recullen a la Taula 5.10.
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Figura 5.14. Corbes de Michaelis-Menten pels donadors UDP-Glc i UDP-Gal. Condicions de reaccio: 20 mM HEPES
pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 12.5 mM DOPG i T=35 °C. Per UDP-GlIc: proteina total =
3 - 50 pg, UDP-Glc = 10 — 1000 uM. Per UDP-Gal: proteina total = 3.125 pg, UDP-Gal = 75 — 2000 uM. Dades a la Taula
12.7 de I'Annex 1.

Taula 5.10. Parametres cinétics aparents dels donadors UDP-GIc i UDP-Gal
per a GT-MG517 en extracte.

Vimax?PP (Vmax/ KM)app
Donador  Kue®® (uM) (uM-min-'-ug prot tot!)  (min-! ug prot tot")
UDP-Glc 43+9 0.49+0.03 0.010 £ 0.003
UDP-Gal 316 + 28 3.2+01 0.010 £ 0.001

Existeixen diferéncies notables en els parametres cinétics dels donadors testats. L'afinitat de I'enzim és superior per
UDP-Glc, en concret 7 vegades més que per UDP-Gal, tal com es comprova amb els valors de Ku per ambdds
substrats. En canvi, 'enzim pot sintetitzar glicolipids molt més rapid (6.5 vegades més) si el substrat és UDP-Gal
que no si es tracta d'UDP-Glc. No obstant, si es calcula I'eficiéncia catalitica de I'enzim (cal tenir en compte que com
que es treballa amb extracte proteic i no amb proteina purificada no és possible calcular el parametre kca/Km) en
forma de Vmax/Ku, s'obté el mateix valor per ambdds substrats donadors. Aixo vol dir que quan I'enzim es troba en

un extracte proteic pot emprar de forma indistinta els substrats donadors UDP-GIc i UDP-Gal.

55  Caracteritzacié cinética de GT-MG517 purificada

En el Capitol 4 “Expressio i purificacié de GT-MG517” de la present tesi s’han discutit ampliament els diferents
processos de purificacio estudiats per a I'obtencid de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium amb un nivell
de puresa acceptable per a la realitzaci6 d'assajos cinétics. En aquest punt es descriu la caracteritzacio cinética de
I'enzim purificat segons aquell protocol que s’ha considerat més adequat per complir uns criteris de puresa i

concentracio de la proteina suficients, tot i que no n‘aconsegueix la purificacio fins a homogeneitat.

5.5.1 Obtencié de GT-MG517 purificada

L'enzim s'ailla a partir d’'un litre de cultiu de cél-lules d’E.coli BL21 DE3 Star cotransformades amb els plasmidis
pET517HisC i pGro7. El creixement, la induccid proteica i I'extraccié de la proteina amb el tamp6 20 mM HEPES
pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20% glicerol es realitzen segons el protocol 9.1.3 de la Part Experimental.
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L’extracte resultant es carrega a una columna d'afinitat, on GT-MG517 s’uneix gracies a la cua d’His que se li ha
col-locat a I'extrem C-terminal de la sequiéncia d’'aminoacids. A continuacié s'elimina el detergent CHAPS que es
troba unit a la proteina mitjangant el pas d'un tampé la composicié del qual és 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i
20% glicerol. Ja amb aquest nou tamp¢ lliure de detergent, es procedeix a I'elucié de la proteina mitjangant un grad
de 300 mM d'imidazole (punt 9.2, Taula 9.3 de la Part Experimental). La proteina purificada d’aquesta forma es
dialitza i es quantifica per BCA utilitzant BSA com a proteina patré (punt 9.6.2 de la Part Experimental).

5.5.2 Rectes patré enzimatiques

S’han construit dues rectes patrdé enzimatiques, una pel substrat donador UDP-Glc i l'altra pel substrat donador
UDP-Gal, a partir de I'enzim purificat segons s’ha explicat en el punt anterior. Per fer-ho, s’han mesurat les velocitats

inicials de reaccions amb diferents concentracions de proteina determinades mitjangant el métode de BCA (Figura

5.15).

Recta patré enzimatica UDP-Glc Recta patr6 enzimatica UDP-Gal
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Figura 5.15. Rectes patré enzimatiques per UDP-Glc i UDP-Gal. Condicions de reaccié: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM
MgCl2, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 12.5 mM DOPG, 1 mM donador, GT-MG517 = 0.23 - 1.13 uM i T=35 °C.
Dades a la Taula 12.8 de I'Annex 1.

El pendent de la relacio lineal obtinguda s’ha establert com a activitat especifica de referéncia (aesp ref) i s’ha utilitzat
per calcular la concentracio d’enzim actiu en els experiments que es descriuen a continuacié en aquest capitol

(Taula 5.11).

Taula 5.11. Activitat especifica de GT-MG517 purificada.
Activitat especifica

UDP-Glc UDP-Gal
uM/min-puM GT-MG517 13.9+05 543
Ulmg GT-MG517 0.33+0.01 1.28+0.07

Si es comparen els valors d’activitat especifica de GT-MG517 en extracte (Taula 5.9) i un cop purificada per
cromatografia d'afinitat, s'observa que I'enriquiment del procés de purificacié no és molt important. Per al substrat
donador UDP-Glc, 'augment en I'activitat especifica es troba en un factor d’entre 6 i 9 vegades, mentre que pel
substrat UDP-Gal aquest factor és del mateix ordre, tot i que quelcom superior (entre 5 i 11 vegades). Si es

comparen ambdds valors entre ells, s'aprecia que amb UDP-Gal I'activitat especifica és 4 vegades més gran que
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amb UDP-Glc. Aquesta relacié concorda amb la relacié d'activitats especifiques amb els dos substrats que tenia

GT-MG517 en extracte i que era d’entre 3.5 i 5 en funcio del lot.

5.5.3  Parametres cinétics de GT-MG517 com a monoglicosildiacilglicerol sintasa

En aquest apartat s'inclou I'estudi i analisi de I'activitat de GT-MG517 quan actua com a monoglicosildiacilglicerol

sintasa, és a dir, quan Unicament incorpora una unitat sacaridica al seu substrat acceptor DOG (Figura 5.16).

OH
o o) (o]
HO
oA R Hoﬁm OHO O)’\ R
ubpP HO
o \n/R — HO&/ O\/\/ O\n/ R
o GT-MG517 OH o)

OH 1-B-glucopiranosil-diacil-sn-glicerol

DAG MGIcDG

Figura 5.16. Reaccié monoglicosildiacilglicerol sintasa de GT-MG517.

Aquest comportament no és degut a una parada de la reacci6, sin6 a un seguiment de la reacci6 que inclou només
el periode de temps en el qual té lloc 'esmentada incorporacié d’'una glucosa o una galactosa, tal com s’ha

demostrat mitjangant el métode d’'HPLC-MS descrit en el punt 5.3.5 del present capitol.

5.5.3.1 Parametres cinétics aparents del substrat donador

Els parametres cinetics aparents del substrat donador, tant per UDP-Glc com per UDP-Gal, s’han determinat
mitjangant I'aplicacié de I'assaig radiométric en les condicions estandards de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20
mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 12.5 mM DOPG i T = 35 °C. Les concentracions dels donadors s’han variat
des de 0 — 1 mM en el cas de 'UDP-Glc i des de 0 — 2 mM en el de 'UDP-Gal. Igual que per determinar els
parametres de GT-MG517 en extracte, quan la concentracié de donador és igual o inferior a 50 UM, s'utilitza la
relacié radioactiu/no radioactiu de 1/50. Com a control negatiu s'ha treballat amb reaccions en les quals no hi havia

enzim i s’ha comprovat que al llarg de la corba de progrés no s’obtenia cap valor diferent al blanc.

Els parametres cinétics per GT-MG517 purificada es calculen a partir de les corbes presentades a la Figura 5.17 i es

presenten a la Taula 5.12.

Taula 5.12. Parametres cinétics aparents dels donadors
UDP-Glc i UDP-Gal per a GT-MG517 purificada.

(kcat/Km)2pp
(s pM)
UDP-Glc 87 +16 0.27+0.02  0.0031 + 0.0008
UDP-Gal 234+ 45 1.10 + 0.06 0.005 + 0.001

Donador  Kw2PP (UM)  kcat?™ (s™)
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Michaelis-Menten UDP-Glc Michaelis-Menten UDP-Gal
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Figura 5.17. Michaelis-Menten pels substrats UDP-Glc i UDP-Gal per GT-MG517 purificada. Condicions de
reaccid: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 12.5 mM DOPG i
T=35 °C. Per UDP-Glc: GT-MG517 = 0.057 - 0.23 pyM, UDP-GIc = 10 - 1000 uM. Per UDP-Gal: GT-MG517 =
0.09 - 0.35 uM, UDP-Gal = 25 — 2000 uM. Dades a la Taula 12.9 de I'Annex 1.

Pel que fa a Iafinitat de I'enzim pel substrat, representada per K, la proteina presenta una major afinitat per
UDP-Glc que per UDP-Gal, exactament igual com passava quan aquesta es trobava en extracte. No obstant aixo, la
diferéncia d'afinitats no és tan acusada, ja que per 'enzim aillat la Ku d’'UDP-Gal és 2.7 vegades més gran que la Kwu
d’UDP-Glc (i per 'enzim en extracte aquesta diferéncia era de 7 vegades). Pel que fa a la velocitat catalitica,
representada per keat, la glicosiltransferasa sintetitza glicolipids més rapid quan el substrat donador és UDP-Gal, en
concret 4 vegades més rapid que si el substrat donador és UDP-Glc. De nou es repeteix la mateixa tendéncia que
quan I'enzim es troba en extracte, tot i que també la relaci6 entre els parametres d’'ambdds substrats disminueix, ja
que en extracte amb UDP-Gal era 6.5 vegades més rapid que amb UDP-Glc. L'analisi de I'eficiencia catalitica de
GT-MG517 en termes de keat/Km revela que I'enzim no presenta preferéncies per un substrat donador o altre, ja que
si es té en compte I'error dels valors calculats, aquests poden considerar-se practicament iguals entre ells. Aquesta

caracteristica també s’ha observat quan la proteina es troba en extracte.

5.5.3.2 Parametres cinétics aparents del substrat acceptor

S’han determinat els parametres cinétics aparents pel substrat acceptor DOG mitjangant I'aplicacié de I'assaig
radiométric amb les condicions de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 12.5 mM DOPG, 1 mM
UDP-"4C-Gal, Treaccio = 35 °C. Les concentracions d’acceptor s’han variat des de 0.05 — 1.25 mM DOG. Cal dir que la
variacié de la concentracié d'un dels components de I'extracte lipidic implica modificacions en les miscel-les mixtes
que el constitueixen. Per tal de no provocar canvis en el sistema que es puguin reflectir en canvis d'activitat no
associables a la propia variacié de la concentracié d'acceptor, es treballa dins d’'un marge molt estret de
concentracions, el qual genera una modificacié de la quantitat de molécules amfifiliques molt petit. Aixi, la quantitat
total d’'aquestes molecules s’ha mantingut gairebé constant a 32.5 mM (20 mM CHAPS + 12.5 mM DOPG), amb un
maxim de 33.75 mM i un minim de 32.55 mM. Quan la quantitat d’acceptor es varia en sistemes de miscel-les mixtes
és habitual expressar la seva quantitat en percentatge molar, essent la quantitat total de molécules amfifiliques la

referéncia, ja que sén les que formen les miscel-les del sistema.
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Les dades cinétiques per a la variacié de la concentracié de DOG a una concentracié constant de donador s’ajusten
a una equacié de Michaelis-Menten, tal com es pot veure a la Figura 5.18. Els corresponents parametres que es

deriven de I'ajust de I'equacié es detallen a la Taula 5.13.

Michaelis-Menten DOG

0,75

VoE (s}

o T L] L] T T T T 1
0 05 03 14 189 24 25 31 1A

mol % DOG

Figura 5.18. Michaelis-Menten pel substrat DOG per GT-MG517
purificada. Condicions de reacci6: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20
mM CHAPS, 1 mM UDP-Gal, 12.5 mM DOPG, GT-MG517 = 0.18 - 0.24 uM,
DOG =0.05-1.25mM i T=35 °C. Dades a la Taula 12.10 de I'Annex 1.

Taula 5.13. Parametres cinétics aparents de
acceptor DOG per a GT-MG517 purificada.

Ku?P® (mol  (kelKn
%Dp0G) ™) (stmol %)
08203 110 14406

Per tal de poder comparar I'afinitat de I'enzim pel substrat acceptor, representada per la Kv, amb [I'afinitat pel
donador cal convertir el valor obtingut a unes unitats de concentracio que ho permetin. Aixi I'equivaléncia de la Ku
obtinguda és de 266 + 92 uM, un valor del mateix ordre que la que la glicosiltransferasa té pel substrat donador
UDP-Gal (veure Taula 5.12); en canvi, és 3 vegades menor que la que presenta per laltre substrat donador,
UDP-Glc.

A partir de la corba de Michaelis-Menten per al DOG, s'estableix que en les mateixes corbes pero per als substrats
donadors UDP-Gal i UDP-Glc la concentracié de DOG utilitzada, 1.25 mM o 3.7 mol %, esta saturant I'enzim. Aixi

doncs, els parametres cinétics determinats per als esmentats donadors sén valors reals.

55.3.3 Influéncia dels lipids anionics sobre I'activitat de GT-MG517

Tal com s’ha comentat en la “Introducci6” d’aquest capitol, I'activitat d’algunes de les glicosiltransferases que
sintetitzen glicolipids es veu incrementada per la preséncia de lipids anionics i especialment per DOPG
(dioleilfosfatidilglicerol). En alguns casos, aquesta dependéncia és tan gran que I'enzim aillat, és a dir, extret del seu
entorn lipidic, no és actiu si no es complementa amb I'esmentat lipid. Aquest fet és cert tant per la MGIcDG sintasa
com per la DGIcDG sintasa d'Acholeplasma laidlawii [Karlsson, O. et al, 1997; Vikstrom, S. et al, 1999].
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Pel que fa a GT-MG517, s’ha comprovat que I'enzim purificat segons s’ha descrit en el punt 5.5.1 presenta una
activitat residual si DOPG no forma part de I'extracte lipidic (0.0046 s-' en les condicions de 20 mM HEPES pH 8, 20
mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 1 mM UDP-4C-Glc, GT-MG517 = 0.24 uM i T=35 °C).
Davant d’aquest fet, s’ha optat per incorporar sempre 'esmentat compost a les mescles de reaccié per tal de
determinar els parametres cinetics de I'enzim. Cal dir, perd, que préviament s’ha demostrat mitjancant I'analisi

qualitatiu per TLC que I'enzim no pot utilitzar 'esmentat lipid com a acceptor, tot i tenir un hidroxil lliure.

Per tal d'establir la dependéncia existent entre I'activitat enzimatica de GT-MG517 i la concentracid de DOPG
present en el medi s’ha realitzat I'estudi que es detalla a continuacié. S’han calculat els parametres cinétics de
I'enzim mantenint la concentracié de substrat acceptor DOG constant i variant la concentracié de substrat donador
UDP-Glc a diferents concentracions de DOPG. Cal remarcar que per tal de no modificar la concentracio de
molecules amfifiliques presents en els extractes lipidics, les variacions en la concentracio de DOPG s’han
compensat mitjangant la substitucié del lipid anionic per un lipid neutre, DOPC (dioleilfosfatidilcolina), el qual s’ha
descrit que no afecta I'activitat enzimatica de les glicosiltransferases, tant d’Acholeplasma laidlawii com de
Mycoplasma pneumoniae [Karlsson, O. et al, 1997; Vikstrém, S. et al, 1999; Rosén Klement, M. et al, 2007]. La
necessitat de mantenir una concentracié de molécules amfifiliques constant a mesura que es varia la concentracié
de DOPG ve donada per la necessitat d’assegurar que els canvis que puguin observar-se en l'activitat de I'enzim
només es troben relacionats amb la modificacio de la concentracié de DOPG i no amb variacions en les miscel-les

que contenen la proteina i els seus substrats.

Les condicions de reaccié emprades han estat les estandards de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM
CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), Treaccis = 35 °C. El substrat donador UDP-14C-Glc s’ha variat des de 0 — 1 mM i
el lipid activador DOPG, des de 0 — 12.5 mM, sempre mantenint una concentracié constant de molécules
amfifiliques a 33.75 mM (aquesta concentracié inclou el CHAPS 20 mM, el DOG 1.25 mM, el DOPG i el DOPC).

Michaelis-Menten UDP-Glc a diferents [DOP G] Ffecte activador DOPG
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Figura 5.19. Efecte activador del lipid anionic DOPG sobre I'activitat de GT-MG517 purificada. Condicions de reacci6: 20 mM HEPES pH
8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, UDP-Glc = 10 — 1000 pM i T=35 °C. Per 12.5 mM DOPG: GT-MG517 = 0.057 — 0.23 pM. Per
9.2 mM DOPG: GT-MG517 = 0.065 — 0.24 uM. Per 3.1 mM DOPG: GT-MG517 = 0.096 — 0.32 uM. Dades de les corbes de Michaelis-Menten a
la Taula 12.11 de I'Annex 1. Dades de I'efecte activador de DOPG a la Taula 12.12 de I'Annex 1.
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Les dades cinétiques obtingudes per a la variacié de la concentracié de donador a una concentracié constant
d'acceptor i per diferents concentracions de DOPG s’ajusten en tots els casos a una equacié de Michaelis-Menten,
com es pot veure en el primer grafic de la Figura 5.19. Els parametres cinétics aparents de cada corba es

resumeixen a la Taula 5.14.

Taula 5.14. Parametres cinétics aparents del donador UDP-Glc a
diferents concentracions de DOPG.

[DOPG] (mW)  Kuwo (i) ke (s (e
125 87:16  027£002 _ 00031+00008
92 153244 0212002 00014 %0005
31 19£5 00420003 00022 %0.0007

S'observa com tant l'afinitat de I'enzim pel substrat, representada per Kw, com la velocitat de la reaccio,
representada per keat, presenten dependéncia respecte la concentracio de DOPG en reaccio. Mentre que no existeix
una tendéncia clara per descriure el comportament de Kw a diferents quantitats d’activador, el valor de Keat

disminueix a mesura que disminueix la concentracié de DOPG.

La relacio existent entre Kw, és a dir I'afinitat de 'enzim pel substrat, i la concentracié de DOPG s’ha estudiat en el
cas de la MGIcDG sintasa d’Acholeplasma laidlawii [Karlsson, O. et al, 1997]. Per aquest enzim, DOPG no modifica
la interaccié entre el substrat donador UDP-GIc i I'enzim; mentre que si que augmenta la velocitat de la catalisi
enzimatica de forma cooperativa. En el cas de GT-MG517 sembla poc probable que el lipid anionic DOPG sigui
capag de modificar la unié del substrat. Els diferents valors de Kwu son atribuibles a I'error en I'ajust de la corba de

Michaelis-Menten, especialment per a la concentracié més baixa de DOPG.

En el segon grafic de la Figura 5.19 es presenta la correlacié de les velocitats inicials de reaccié en unes condicions
estandards de 1 mM UDP-#C-Glc i 1.25 mM DOG (3.7 mol %) per diferents concentracions de DOPG. L'ajust lineal
de les dades confirma el paper d’activador de la reaccié enzimatica de I'esmentat lipid anionic, ja que a més

quantitat de DOPG, més rapida és la reaccid.

El mateix efecte activador per part del DOPG es descriu per la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae
[Rosén Klement, M. et al, 2007]. A més, la preséncia del lipid anidnic genera un canvi en la relacié de
concentracions dels diferents termes de glicosilacié del DAG que sintetitza I'enzim (MGDG, DGDG i TGDG). Com
més elevat és el percentatge de DOPG present en el medi de reaccio, més es veu afavorida la sintesi del DGDG, en
detriment de la del MGDG. Pel que fa al tercer terme de galactosilacio, TGDG, la seva quantitat no es veu alterada

significativament per 'augment de la concentracié de DOPG.

Per tal destudiar si es dona el mateix fenomen en el cas de GT-MG517, s'utilitza el métode d’HPLC-MS
desenvolupat en el grup i que permet establir en tot moment la naturalesa dels productes formats en la reacci6
enzimatica. Es preparen dues reaccions en les condicions estandards de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgCl2, 20
mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), 1 mM UDP-GIc, 0.099 uM GT-MG517 i Treaccis = 35 °C. En una d’elles la
concentraci6 de lipid activador DOPG es manté en el valor habitual de 12.5 mM (37 mol %), mentre que en l'altra es

canvia per 6 mM (17.8 mol %). Per tal de mantenir la concentracié de molécules amfifiliques constant, en aquesta
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segona reacci6 se substitueix el DOPG que manca per arribar a 12.5 mM pel lipid neutre DOPC, el qual es troba

present en una concentracié de 6.5 mM. El sequiment d’'ambdues reaccions té lloc durant una hora.

Per a la primera reaccié, aquella amb 12.5 mM DOPG (37 mol %), només és possible detectar la formacio de
MGIcDG. Per contra, en la reaccié amb la meitat de lipid activador es detecten tant 'esmentat MGIcDG, el qual
continua essent el producte majoritari, com DGIcDG, tal com es representa en la Figura 5.20. S'aprecia com, si bé la
disminucio de la quantitat d’activador afavoreix la formacié del segon terme de glicosilacio per part de I'enzim, no es
tracta d’'un efecte molt important, ja que la quantitat de DGIcDG produit és petita. Ara bé, aquest comportament
demostra la influéncia del lipid anionic DOPG, no Unicament en la velocitat de la reaccié enzimatica, siné també en
la naturalesa dels productes lipidics sintetitzats per GT-MG517. Aixi, per quantitats de DOPG majors, s’afavoreix la
formacié de MGIcDG, el qual es tracta d’una molécula amb tendéncia a organitzar-se en fases no lamel-lars; mentre
que per quantitats de DOPG més petites, I'enzim inicia la produccié de DGIcDG, una molécula de caracter més
lamel-lar degut al seu cap polar més voluminés. Aixi doncs, I'entorn lipidic al voltant de la glicosiltransferasa

n'influencia clarament I'activitat.

Influencia del DOPG en els glicolipids sintetitzats per GT-MG517
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Figura 5.20. Influéncia de DOPG sobre la ratio MGlcDG/DGIcDG en la reaccié de GT-
MG517. Condicions de reaccio: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM
DOG (3.7 mol %), 1 mM UDP-GIc, 0.099 uM GT-MG517 i Treaccio = 35 °C. DOPG/DOPC Ry =

12.5/0 mM; Rz = 6/6.5 mM. Dades a la Taula 12.13 de I'Annex 1.

Els resultats anteriors demostren un comportament invers de GT-MG517 en comparacid6 amb el de la
glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae MPN483 comentat anteriorment. A més, la influéncia de la
concentracié de DOPG present en I'entorn de 'enzim sobre la relacié mono:di és molt més acusada, ja que doblar la
quantitat d'activador implica invertir aquest valor (amb 10 mol% DOPG, M:D = 2.3; amb 20 mol% DOPG, M:D =

0.43) [Rosén Klement, M. et al, 2007].
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Per tant, si bé ambdues glicosiltransferases es troben influenciades pel seu entorn lipidic, no ho estan de la mateixa
manera. DOPG és una molécula activadora per tots dos casos, perd per a GT-MG517 afavoreix la sintesi del primer

terme de glicosilacio, mentre que per a MPN483 n’afavoreix el segon.

D’altra banda, s’ha volgut determinar si I'efecte activador de DOPG es veu influenciat per la quantitat total de lipids

present en I'extracte lipidic de la mescla de reaccio.

Fins al moment la concentraci6 total de lipids s’ha mantingut constant a 12.5 mM, de la mateixa manera que la
concentracio total de molecules amfifiliques no s’ha modificat del valor 33.25 mM. Per aixo, s'analitza la relacié
existent entre la velocitat inicial de diferents reaccions a condicions estandard de 1 mM UDP-14C-Glc i 1.25 mM DOG

(3.7 mol %) a una concentraci total de lipids de 8 mM i una concentracié de molécules amfifiliques de 29.25 mM.
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Figura 5.21. Efecte de la concentracio de lipids total en el paper activador de DOPG. Condicions de reaccié: 20 mM HEPES
pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG (3.7 mol %), UDP-Glc 1 mM i T=35 °C. Lipids totals 12.5 mM: [DOPG] = 0,
9.2, 27.5i 37.0 mol %; GT-MG517 = 0.23 - 0.32 uM. Lipids totals 8 mM: [DOPG] = 0, 6.8, 20.5 i 27.3 mol %; GT-MG517 = 0.31
pM. Dades a la Taula 12.12 de 'Annex 1.

Com es pot veure en el primer grafic de la Figura 5.21, les dades que s'obtenen presenten una tendéncia lineal, de
la mateixa manera que ho fan quan la concentracié de lipids total és 12.5 mM. Per tant, I'activacié de I'activitat
enzimatica per part del lipid anionic DOPG es manté, tot i disminuir la quantitat de lipids total. A més, si es
representen els dos conjunts de punts en un mateix grafic (Figura 5.21, 2n grafic), pot apreciar-se com la correlacié
entre les velocitats inicials i la concentracié de DOPG és la mateixa independentment de la concentracié de lipids
total. Aquest fet implica que tal com s’ha descrit en bibliografia per les glicosiltransferases d’ Acholeplasma laidlawii i
de Mycoplasma pneumoniae, DOPC no afecta I'activitat enzimatica de GT-MG517 i per tant, és adequat per a ser
utilitzat com a lipid de matriu. D'altra banda, I'activacié de I'enzim depén Unicament de la concentracio de DOPG

present en la reacci6 i no de la quantitat total de lipids.

5.5.4  Parametres cinétics de GT-MG517 com a diglicosildiacilglicerol sintasa

En aquest apartat s'inclou I'estudi i analisi de l'activitat de GT-MG517 quan actua com a diglicosildiacilglicerol

sintasa.
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En la “Introduccid” del present capitol s'ha descrit la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium en estudi com un
enzim processiu, entenent com a tal que és capag de transferir en un primer pas un residu glicosil a un acceptor
lipidic i en passos posteriors a un glicolipid amb una cadena creixent d'unitats sacaridiques, ja que de moment no
s’ha pogut demostrar que la successiva addicié de sucres tingui lloc sense dissociacié del complex enzim-acceptor.
Aixi doncs, per tal d’obtenir els parametres cinétics de GT-MG517 quan actua com a disintasa (Figura 5.22) es

treballa amb reaccions en qué MGIcDG fa de substrat acceptor.

OH o} GT-MG517 OH o)
1-B-glucopiranosil-diacil-sn-glicerol 1-B-(glucopiranosi-B-(1—6)-glucopiranosil)l-diacil-sn-glicerol
MGIcDG DGIcDG

Figura 5.22. Reaccié diglicosildiacilglicerol sintasa de GT-MG517.

L'esmentat MGIcDG ha estat sintetitzat a partir d'un extracte proteic de cel-lules d’E.coli les quals expressaven
GT-MG517. L'esmentat extracte s'ha obtingut a partir del protocol 10.4.1 de la Part Experimental. Aquest s'ha usat
com a font enzimatica en una reacci6 preparativa sota les condicions descrites en el punt 10.4.2 de la Part
Experimental. Els glicolipids formats s’han purificat mitjangant el protocol desenvolupat en el grup [Andrés, E.; Tesi
doctoral, 2007], el qual inclou una columna de silice i la seva separacié a partir de 'is seqiiencial de diferents
eluents: primer cloroform, després acetona i finalment MeOH (punt 10.4.3 de la Part Experimental). Les diferents
fraccions que contenen MGIcDG s'uneixen i es comprova mitjangant el métode cromatografic d’'HPLC-MS descrit

anteriorment que el contingut en DGIcDG com a impuresa és negligible.

5.5.4.1 Parametres cinétics aparents del substrat donador

L'obtencié de parametres cinétics del substrat donador per a GT-MG517 amb MGIcDG com a acceptor s’ha dut a
terme mitjancant I'assaig radiométric en les condicions estandard de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM
CHAPS, 12.5 mM DOPG, 1.25 mM MGIcDG (3.7 mol %) i Treaccio = 35 °C. Com a substrats donadors s’han utilitzat
UDP-Glc i UDP-Gal marcats radioactivament, variant les seves concentracions des de 10 — 1000 uM i treballant amb
la relaci6 radioactiu/no radioactiu 1/50 sempre que la concentracid de donador fos igual o inferior a 50 yM. Com a
control negatiu s’ha treballat amb reaccions en les quals no hi havia enzim i s’ha comprovat que al llarg de la corba

de progrés no s’obtenia cap valor diferent al blanc.

En la Figura 5.23 s'observa que les dades per ambdés substrats donadors poden ajustar-se a un model de
Michaelis-Menten, tot i que els valors de les constants, les quals es recullen en la Taula 5.15, presenten molt error,

ja que l'activitat mesurada és molt baixa, especialment amb UDP-Glc.
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Taula 5.15. Parametres cinétics aparents dels donadors UDP-Glc i
UDP-Gal per a GT-MG517 purificada i MGlcDG com a acceptor.
Donador  Kwe® (uM) Keat®® (51) ((ksﬁi‘_’ﬁ“,f,);f ),,
UDP-Glc <10 0.0042 + 0.0003 n.d.

UDP-Gal 479 + 50 0.030 + 0.001 0.000063 + 0.000009

Segons aquestes dades, I'afinitat de I'enzim pel substrat donador UDP-GIc és molt gran, molt més que la que
presenta per UDP-Gal. En canvi, i seguint la mateixa tendéncia ja observada per a [lactivitat
monoglicosildiacilglicerol sintasa de GT-MG517, la velocitat de reaccié és superior (7 vegades) quan és aquest

substrat donador el que es troba disponible per a I'enzim.

Michaelis-Menten UDP-Glc Michaelis-Menten UDP-Gal
0,0052 % 0025 _
S
0,004
LIS
7 0003
w
3
> 0,002
0,001
0
0 200 400 600 800 1000 o 200 400 600 800 1000

[UDP-GIc] (yM) [UDP-Gal] (M)

Figura 5.23. Michaelis-Menten pels substrats UDP-Glc i UDP-Gal per GT-MG517 purificada i amb MGIcDG com a
acceptor. Condicions de reaccié: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM MGIcDG (3.7 mol %), 12.5 mM
DOPG, donador = 10 - 1000 uM i T=35 °C. Per UDP-Glc: GT-MG517 = 0.46 — 1.39 pM. Per UDP-Gal: GT-MG517 = 0.32 - 0.99
pM. Dades a la Taula 12.14 de 'Annex 1.

Si es comparen els parametres cinétics de GT-MG517 com a monoglicosildiacilglicerol sintasa i com a
diglicosildiacilglicerol sintasa s’observa com la reaccié monosintasa és entre 36 i 64 vegades superior que la de la
reaccié disintasa, en funcié del substrat donador (veure Taula 5.16). Aquesta gran diferencia permet afirmar que
I'elongacio del glicolipid té lloc pas a pas, amb la sortida del producte format del centre actiu de I'enzim abans de la
seva entrada, aquest cop com a acceptor, per a la incorporacié d’una nova unitat sacaridica. Aquesta mateixa
hipotesi es realitza per a la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae [Rosén Klement, M. et al, 2007]. Per
tant, si bé ambdos enzims son descrits com a processius, el terme processivitat no té el mateix sentit que en el cas
d’'enzims com les polimerases que sintetitzen 'ADN, les quals sén capaces d’elongar una cadena de nucledtids

sense que el producte format en un pas dissocii de I'enzim abans de la uni6 del segiient nucledtid.

Taula 5.16. Resum de parametres cinétics aparents dels donadors UDP-Glc i
UDP-Gal per a GT-MG517 purificada.

Donador  Acceptor  Kw?PP (uM) Kcat?PP (s°) ((ksc_ ﬂ'/ﬁ':,)la: )p
UDP-Glc DOG 87+ 16 0.27 £0.02 0.0031 + 0.0008
UDP-Glc MGIcDG <10 0.0042 + 0.0003 n.d.
UDP-Gal DOG 234 +45 1.10 + 0.06 0.005 + 0.001

UDP-Gal MGIcDG 479 £ 50 0.030 + 0.001 0.000063 + 0.000009
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En el cas de MPN483 I'esmentada processivitat no és possible si I'acceptor no presenta una galactosa en el seu
extrem terminal. Aixi doncs, quan aquest enzim disposa de MGIcDG com a acceptor, és incapa¢ d’emprar-lo com a
tal i unir-hi una glucosa o una galactosa. Aquesta és una diferéncia important respecte la glicosiltransferasa de
Mycoplasma genitalium en estudi en la present tesi, la qual si que pot emprar, tal com s’ha demostrat anteriorment,

MGIcDG com a acceptor.

GT-MG517 també pot usar com a acceptor un glicolipid que presenti a I'extrem terminal una galactosa, com ara
MGDEG. A la Taula 5.17 es recullen valors d'activitat especifica calculats per a diferents parelles de
donador/acceptor en les condicions habituals de I'assaig radiometric de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM
CHAPS, 12. 5 mM DOPG, 1.25 mM (3.7 mol %) acceptor, 1 mM donador, GT-MG517 = 0.99 — 1.39 UM i Treaccio =
35°C.

Taula 5.17. Activitats especifiques de diferents parelles de
donador/acceptor per a GT-MG517 purificada.

Donador  Acceptor  Act. esp (U/mg) % Activitat

UDP-Gal DOG 1.27 100
UDP-Gal  MGIcDOG 0.029 2.3
UDP-Gal MGDEG 0.18 14.2
UDP-Glc DOG 0.34 26.8
UDP-Glc  MGIcDOG 0.0073 0.6
UDP-Glc MGDEG 0.030 24

A partir d'aquests valors es determina que amb qualsevol substrat acceptor, I'enzim presenta activitats especifiques
superiors si el substrat donador és UDP-Gal. L'acceptor preferit de GT-MG517 és el lipid DOG, pero la
glicosiltransferasa és capag d’elongar, ja sigui amb una glucosa o amb una galactosa, glicolipids com el MGIcDG i el

MGDEG, preferint en aquest cas el compost amb una galactosa a I'extrem no reductor.

5.5.4.2 Parametres cinétics aparents del substrat acceptor

Per tal que els parametres cinetics del donador establerts en el punt anterior puguin ser considerats de forma real,
cal demostrar que la concentracié de substrat acceptor emprada per tal d’obtenir-los satura I'enzim. Per aquest
motiu, es determinen els parametres cinétics de l'acceptor MGIcDG mitjangant I'assaig radiometric amb les
condicions de 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 12.5 mM DOPG, 1 mM UDP-'4C-Gal,
GT-MG517 = 0.17 — 0.23 pM i Treaccis = 35 °C. Les concentracions d’acceptor es varien des de 0.5 — 3.5 mM. Cal que
aquesta variacié no sigui molt significativa per tal d’assegurar una concentracié6 de molécules amfifiliques en la
reaccié el més constant possible. En aquest cas, la variacié ha estat des d'un maxim de 36 mM fins a un minim de
33 mM.

Els valors de velocitat inicial obtinguts per a les diferents concentracions de MGIlcDG s’ajusten a una equacié de
Michaelis-Menten a la qual és necessari incloure un terme d'inhibicid per substrat, tal com es mostra a la Figura
5.24. Els parametres cinétics es recullen a la Taula 5.18, tant expressats en percentatge molar com en molaritat per

facilitar comparacions posteriors.
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Michaelis-Menten MGlcDG
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Figura 5.24. Michaelis-Menten del substrat acceptor MGIcDG per GT-MG517
purificada. Condicions de reaccié: 20 mM HEPES pH 8, 20 mM CHAPS, 20 mM
MgClz, 12.5 mM DOPG, 1 mM "“C-UDP-Gal, GT-MG517 = 0.17 — 0.23 uM, Treaccio = 35
°C, MGIlcDG = 1.5 -9.7 mol %. Dades a la Taula 12.15 de I'Annex 1.

El primer que es conclou a partir de les dades és que els parametres cinétics dels donadors s’han obtingut en

condicions saturants de I'acceptor per a I'enzim.

Taula 5.18. Parametres cinétics aparents de I'acceptor MGIcDG per a

GT-MG517 purificada.

Koo (mol %) keat®® (s°) (s("ﬁi K Z) Ki (mol %)
025006 0.0231+0.0007 009 + 0.02 304
Ku®® (M) Keat®® (5°1) ((k;j‘_’mf)p Ki (mM)

75616 0.0227+00006 _ 0.00030 + 0.00007 12+ 1

D'altra banda, la comparacié de les constants cinétiques de MGIcDG amb les de DOG (Taula 5.13) posa de manifest
que l'afinitat de GT-MG517 és superior per al primer substrat, en concret 3.5 vegades més gran. Per contra, la
velocitat de conversié enzimatica és major en el cas de DOG com a acceptor. La diferéncia en aquest parametre és
molt acusada, ja que keat per a DOG és gairebé 50 vegades superior que el mateix valor per a MGIcDG. La
combinacié d'ambdés factors provoca que l'eficiéncia catalitica sigui més de 10 vegades més gran per DOG. Per
tant, queda demostrat que la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium prefereix com a substrat acceptor el lipid
DOG.

5.5.5  Comparativa respecte les glicosiltransferases d’Acholeplasma laidlawii

Si bé es tracta denzims diferents, els estudis cinétics més amplis realitzats sobre glicosiltransferases de
micoplasmes corresponen a la MGlcDG sintasa i la DGIcDG sintasa d’Acholeplasma laidlawii, els quals s’han discutit
breument en la “Introduccié” d’aquest capitol. Cal recordar que Acholeplasma laidlawii disposa de dos enzims
diferents per a produir els mateixos glicolipids que Mycoplasma genitalium sintetitza mitjangant GT-MG517. Tot i

aixo, en la present tesi s’han pogut determinar els parametres de GT-MG517 com a monosintasa i com a disintasa
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per separat i, per tant, és possible comparar-los amb els de les glicosiltransferases d’Acholeplasma laidlawii, els

quals es presenten a la Taula 5.19.

Taula 5.19. Dades cinétiques de les sintases
d’Acholeplasma laidlawii per substrat donador.

Enzim Vmax. (nmol/h) Kw (mM)
MGIcDG Sintasa (! 3.18+0.09 0.37£0.04
DGIcDG Sintasa @ 19 0.14

() [Karlsson, O., et al, 1997]. Condicions de reaccit: 100
mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 9.3 mM
DOPG, 0.24 mM DOG, 0 - 3.75 mM UDP-C-Glc.

@ [Vikstrom, S., et al, 1999]. Condicions de reaccid: 100
mM Tris-malat pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 10.5
mM DOPG, 0.6 mM MGIcDG, 0 - 5 mM UDP-'“C-Glc.

Els enzims d'Acholeplasma utilitzen Unicament UDP-Glc com a donador. Per tant, les dades a comparar

corresponen a les de GT-MG517 amb aquest substrat.

Es comprova que, d'una banda, I'afinitat de I'enzim de Mycoplasma genitalium per 'UDP-GIc és quatre vegades
superior a la de I'enzim d’Acholeplasma (Ku cr-mest7 = 87 PM, Kum mcG sintasa = 370 pM). També la velocitat
enzimatica és superior per a GT-MG517, en concret més de sis vegades més gran (Vmax t-mas17 = 21 nmol/h — valor
calculat a partir de I'activitat especifica de referéncia, Vmax mcicDG sintesa = 3.18 nmol/h). Sembla doncs que la
glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium ha evolucionat cap a una eficiéncia enzimatica millor, de la mateixa
manera que la reduccié del genoma en comparacié al d’Acholeplasma ha provocat I'evolucié cap a un enzim

processiu en substitucié de les dues activitats presents en aquest.

La disintasa d'Acholeplasma presenta una afinitat superior pel substrat donador que la seva corresponent
monosintasa. En Mycoplasma genitalium ocorre exactament igual, perd d’una manera molt més acusada, ja que
I'afinitat de la disintasa per UDP-GIc és enorme, en comparacié amb la de la monosintasa. Si es valoren les Ku
d’ambdues disintases (Kv cr-mes17 < 10 UM, Km moicdG sintasa = 140 M), és clar que I'afinitat per UDP-Glc és molt més
gran en el cas de Mycoplasma genitalium. D’altra banda, la velocitat enzimatica de la disintasa d’Acholeplasma és
unes sis vegades major en comparacié amb la de la corresponent monosintasa. Per GT-MG517 ocorre al revés, ja
que la rapidesa en la formaci6 de productes és molt més gran per la seva monosintasa. La comparativa entre les
velocitats enzimatiques d'ambdues disintases (Vmax cr-mes1i7 = 2.8 nmol/h — valor calculat a partir de I'activitat
especifica, Vimax MaicDG sintasa = 19 nmol/h) afavoreix I'enzim d'Acholeplasma, el qual és molt més rapid. Segurament
les diferéncies que s'observen entre les dues glicosiltransferases s’expliquen per la “processivitat” de GT-MG517, la
qual supera una menor velocitat catalitica de la seva activitat diglucosildiacilglicerol sintasa a partir d’'una afinitat molt

elevada pel substrat donador.

Pel que fa al comportament dels enzims d'Acholeplasma laidlawii davant els seus corresponents substrats
acceptors, DOG en el cas de la monosintasa i MGIcDG en el cas de la disintasa, cal dir que en ambdés casos
s'ajusten a cinetiques cooperatives, en les quals 'augment en la concentracié del substrat acceptor incrementa
lactivitat enzimatica. Aquesta és una diferéncia respecta I'enzim de Mycoplasma genitalium, el qual presenta

cinetiques del tipus Michaelis-Menten tant quan s’analitza com a monosintasa com quan es fa com a disintasa. Aixd
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indica que els substrats acceptors actuen com a activadors per als enzims d’Acholeplasma, cosa que no ocorre per

a la proteina de Mycoplasma genitalium.

5.5.6 Comparativa respecte la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae MPN483

Com ja s’ha comentat a la “Introduccié” del present capitol, es creu que la funcidé que GT-MG517 té en Mycoplasma
genitalium és realitzada en Mycoplasma pneumoniae per MPN483. La comparativa entre ambdues
glicosiltransferases és interessant, ja que per la proximitat evolutiva dels dos micoplasmes s’espera que presentin

moltes caracteristiques en comu.

In vivo, MPN483 produeix basicament galactolipids, tot i que Mycoplasma pneumoniae és incapag¢ d’incorporar
galactosa, ja sigui perqué no disposa d’'un sistema de transport a través de la membrana adequat o bé perqué
disposa d'una epimerasa que transforma glucosa, la qual si que és incorporada, en galactosa [Rosén Klement, M. et
al, 2007]. En el cas de GT-MG517 encara es desconeix quina és la seva especificitat in vivo, ja que la dificultat per a
I'obtencié de quantitats importants de biomassa ha fet impossible fins al moment I'analisi dels glicolipids produits per

Mycoplasma genitalium.

En canvi, in vitro, emprant com a font enzimatica membranes de céllules d’E.coli que expressen MPN483, es
determina que la glicosiltransferasa de M. pneumoniae prefereix com a substrat donador UDP-Gal respecte
UDP-Glc, en concret quan el substrat acceptor és MGDG, genera un 30% més de producte glicosilat amb UDP-Gal
[Rosén Klement, M. et al, 2007]. En el cas de GT-MG517 s’ha determinat que tant quan es troba en extracte com
quan esta purificada no presenta una preferéncia per cap dels dos donadors testats, ja que en termes d’eficiéncia
catalitica (kea/Km) no hi ha diferéncies entre ells. Ara bé, en termes de velocitat catalitica si que s’observen valors
més elevats quan UDP-Gal actua de substrat donador, tot i que I'afinitat de I'enzim per ell sigui menor que per UDP-
Glc. S'esperaria doncs que GT-MG517 sintetitzés principalment galactolipids. Per contra, quan s’han emprat
membranes de cél-lules d’E.coli que I'expressen de forma recombinant com a font enzimatica per a una reaccié
preparativa amb la finalitat daillar i analitzar per RMN els seus productes de sintesi, s’han recuperat Unicament
glucolipids [Andrés, E.; Tesi doctoral, 2007]. Tal com se suggereix en el cas de MPN483, on el principal glicolipid
que es recupera en les mateixes condicions conté una unitat de glucosa i una de galactosa, aquest canvi podria ser
degut a les concentracions relatives entre UDP-Glc i UDP-Gal que es troben en les cél-lules d’E.coli, les quals serien

diferents a les que ocorren en Mycoplasma pneumoniae i també en Mycoplasma genitalium.

Una caracteristica comu a les dues glicosiltransferases és que ambdues son toxiques per a les cél-lules d'E.coli que
les expressen. Aquesta toxicitat consisteix en una elongacié clara de les cél-lules, les quals segurament perden en
part la seva capacitat de divisié quan els glicolipids de nova sintesi produits per GT-MG517 o MPN483 ocupen el

seu lloc en les membranes. En la Figura 5.25 es presenta 'esmentat efecte en el cas de GT-MG517.
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E. coli BL21 DEJ Star expressant GT-MG517

Figura 5.25. Imatges obtingudes amb microscopi optic de cél-lules d’E.coli que expressen GT-MG517.

Una diferencia rellevant entre GT-MG517 i MPN483 és la comentada anteriorment en aquest capitol, segons la qual
la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae no pot utilitzar com a substrat acceptor i per tant, elongar la
cadena sacaridica, un compost que a I'extrem terminal d’aquesta no tingui una unitat de galactosa. Per contra,
GT-MG517 si que pot acceptar glicolipids que a I'extrem tinguin una glucosa, com és el cas del MGIcDG, tot i que

també cal dir que son millors acceptores molécules amb una galactosa com el MGDEG.

5.6  Conclusions

El treball presentat en aquest capitol representa el primer estudi cinétic realitzat per a la glicosiltransferasa

GT-MG517 de Mycoplasma genitalium a nivell quantitatiu.

L'esmentat estudi ha estat possible gracies al desenvolupament previ d’'un assaig radiométric en el qual se
segueixen les reaccions enzimatiques en un sistema de miscel-les mixtes. Aquestes miscel-les contenen el substrat
acceptor de I'enzim, el qual és de naturalesa lipidica, i lipids de matriu com el DOPG i el DOPC. A més, aporten
I'entorn hidrofobic necessari per acomodar la glicosiltransferasa, de forma que aquesta es troba en una situacié molt

semblant a la seva propia in vivo i aixd |i permet ser funcional.

A partir de 'assaig radiometric s’ha pogut analitzar I'activitat de GT-MG517, tant en extractes proteics com quan la
proteina es troba purificada. Mitjangant un assaig qualitatiu per TLC desenvolupat préviament en el grup, es coneixia
la “processivitat” de I'enzim, és a dir, la seva capacitat d’actuar com a monoglicosildiacilglicerol sintasa i també com
a diglicosildiacilglicerol sintasa. Amb la combinacié de l'assaig radiométric i un métode d’HPLC-MS per a la

separacié i quantificacié de glicolipids desenvolupat també en el grup, ha sigut possible caracteritzar cinéticament
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ambdues activitats de GT-MG517, treballant amb dos substrats donadors diferents, UDP-Glc i UDP-Gal. A la Taula
5.20 es presenta un resum de tots els parametres cinétics obtinguts per a I'enzim purificat, classificats segons si sén

del substrat donador o de I'acceptor.

Taula 5.20. Resum dels parametres cinétics per a GT-MG517 purificada.

Donador  Acceptor KPP (uM) Keat?®® (s°1) ((k;‘:'lﬁ:’)lar )p

UDP-Glc DOG 87+ 16 0.27 £0.02 0.0031 + 0.0008
parsmetres _ UDP-Gal DOG 234+ 45 1.10 + 0.06 0.005 + 0.001
deldonador ~ UDP-Glc  MGIcDOG <10 0.0042 + 0.0003 nd.

UDP-Gal  MGIcDOG  479+50 0.030+0.001  0.000063 + 0.000009
Parametres UDP-Gal DOG 266 + 92 1.1£041 0.004 + 0.002
delacceplor  pp.Gal  MGIcDOG 75+ 16 0.0227 £0.0008  0.00030 % 0.00007

Les dades anteriors demostren que GT-MG517 pot transferir un sucre, Glc o Gal, a una molécula principalment
hidrofobica, com és el DOG, i a una molécula molt més hidrofilica, com el MGIcDG. Ambdos compostos perd
posseeixen un alcohol primari sobre el qual t& lloc la transferéncia creant lenllag B(1—6). Totes les
glicosiltransferases “processives” comparteixen la mateixa especificitat, com és el cas de les de Bacillus sublilis,
Staphylococcus aureus o la glicosiltransferasa de Mycoplasma pneumoniae MPN483. En canvi, Acholeplasma
laidlawii presenta una especificitat diferent, a(1—2), i disposa de dos enzims diferents per a la sintesi dels dos

glicolipids de les seves membranes.

D’altra banda, s’ha demostrat que la presencia del lipid anionic DOPG és necessaria per tal que GT-MG517 sigui
activa. També s’ha demostrat que I'esmentat lipid es comporta com a activador de I'activitat enzimatica i que a més,
és capa¢ de modificar la relacio MGIcDG/DGIcDG que sintetitza I'enzim en funci6 de la seva concentracié present en

el medi de reaccid.
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6  Analisi funcional de I'extrem C-terminal de GT-MG517

6.1 Introduccio

Moltes glicosiltransferases sén proteines de membrana bitopiques, és a dir, que posseeixen una hélix que
s’expandeix al llarg de tot el gruix de la bicapa lipidica. De fet, existeix una classificacio que les divideix en proteines
de membrana tipus | i proteines de membrana tipus Il, segons la qual les primeres tenen un domini globular a
I'extrem N-terminal situat al lumen de I'aparell de Golgi, seguit d’'una zona que fa d’espaiador i s'anomena stem
region, I'hélix transmembrana i finalment una petita cua a I'extrem C-terminal situada al citosol de la cél-lula. En les
proteines de membrana tipus Il s'inverteix la configuracié. Aixi, 'extrem N-terminal es troba al citosol i esta format
per uns pocs aminoacids, a continuacié es troba I'hélix transmembrana que s’expandeix fins al lumen de I'aparell de

Golgi, on es troba la stem region i el domini globular de I'enzim, format pel seu extrem C-terminal (Figura 6.1).

Tipus | Tipus Il

lumen

citosol

C

Figura 6.1. Esquema estructural de les proteines de
membrana tipus | i Il.

Es coneix que la correcta localitzacio de les glicosiltransferases de laparell de Golgi a la membrana del
corresponent compartiment de l'organul cellular es troba determinada per senyals codificades en la seqiiéncia
peptidica de les parts citoplasmatica, hélix transmembrana i stem region [Grabenhorst, E. i Conradt, H., 1999].
Aquest fet és crucial per a la seva funcié, la qual esta totalment subordinada a la seva localitzacié. Ara bé, es coneix
també que moltes glicosiltransferases poden ser expressades de forma soluble a partir de I'eliminacié de la part
citosdlica, el domini transmembrana i la stem region, sense modificar de forma important la seva activitat. Aixi és
com s’han estudiat nombroses glicosiltransferases humanes, com UDP-glucoroniltransferases [Meech, R. i
Mackenzie, P., 1997], les fucosiltransferases Il i V [Xu, Z., et al, 1996; Costa, J., et al, 1997; Gallet, P., et al, 1998] o

la 0-1,3-galactosiltransferasa [Gastinel, L., et al, 2001].

El tall de la sequiéncia d’aminoacids que genera la forma soluble d’'una glicosiltransferasa es realitza normalment a la
stem region, ja que aquesta no té una estructura secundaria definida i d’aquesta manera s’evita la desestabilitzacio
de la proteina. Conéixer la ubicacié de 'esmentada stem region dins de la sequiéncia de la proteina és quelcom poc

dificultdés a partir d’eines bioinformatiques que prediuen dominis catalitics i helix transmembrana. Per aixo,
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I'expressié soluble de glicosiltransferases que completes es descriurien com proteines de membrana és l'opcié més

practicada experimentalment.

Com ja s’ha dit al llarg del treball, es tenen moltes evidéncies que GT-MG517 és una proteina associada a
membrana, tant in vivo en Mycoplasma genitalium, com quan s'expressa de forma recombinant en E. coli. Aquest fet
planteja dificultats a I'hora de la seva expressio i purificacié, tal com s’ha presentat en el Capitol 4 de la present tesi.
No obstant, la inexisténcia en la seqléncia de GT-MG517 de dominis transmembrana segons totes les eines
bioinformatiques de prediccié provades, fa dificil plantejar-se un tall equivalent al que s'efectua en les
glicosiltransferases d'organismes eucariotes descrites anteriorment. Tot i aix0, és clar que I'eliminacié de les zones

de GT-MG517 que interactuen amb la membrana facilitaria de forma important el seu procés de purificacio.

L'associacio a la membrana és una caracteristica comu a altres glicosiltransferases que s’encarreguen de la sintesi
de glicolipids, com s’ha descrit per la MGIcDG sintasa i la DGIcDG sintasa d’Acholeplasma laidlawii [Karlsson, O., et
al, 1997; Vikstrém, S., et al, 1999] o per a MPN483, la glicosiltransferasa equivalent a GT-MG517 de Mycoplasma
pneumoniae [Rosén Klement, M., et al, 2007]. No obstant, la uni6 entre aquestes proteines i la membrana no té lloc
mitjancant la insercié de part de la cadena peptidica a la bicapa lipidica, com ocorre amb les glicosiltransferases
d’'organismes eucariotes, sind que es tracta més aviat d'una interaccié electrostatica entre aminoacids carregats
positivament i lipids anionics de la membrana. De fet, aquests compostos s’ha demostrat que activen I'accio dels
enzims d’Acholeplasma, del de Mycoplasma pneumoniae i en la present tesi, també de GT-MG517. Per als enzims
d’Acholeplasma, pels quals s’han realitzat amplis estudis sobre aquest tema, s’ha demostrat que la interaccié amb la
membrana constitueix un mecanisme de regulacié de l'activitat enzimatica, ja que mitjangant la unié, els enzims
noten propietats d’aquesta tals com la densitat de carrega superficial o la curvatura i aixi modulen la seva acci6 per
mantenir la relacié MGIcDG/DGIcDG necessaria en tot moment a la bicapa [Lindblom, G., et al, 1986; Andersson, A.
S., et al, 1996].

Per tal de determinar si I'activitat enzimatica de GT-MG517 es troba influenciada de la mateixa forma, cal primer
establir quina o quines son les zones de la proteina que es troben associades a la membrana. Un cop es conegui
aquesta informacio, sera possible aprofundir en el mecanisme d’associacié i en el de regulacié de l'activitat

glicosiltransferasa per part tant dels components de la membrana com de les seves propietats fisiques.

No es disposa d’'un model estructural per a GT-MG517 que pugui aportar indicis sobre els punts d’associacié amb la
membrana. No obstant, si que existeix alguna informacié derivada dels enzims d’Acholeplasma, la qual s'utilitzara

com a base per a una analisi bioinformatica de la sequencia de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium.

6.1.1 Analisi bioinformatica de la seqiiéncia de GT-MG517

La interaccid6 amb la membrana per part de la MGIcDG sintasa d'Acholeplasma té lloc mitjangant una hélix
amfipatica de la seqiiéncia d’'aminoacids situada prop del punt d’uni6 del substrat acceptor [Lind, J., et al, 2007], el
qual es troba a I'extrem N-terminal de la proteina. Per la seva banda, el domini catalitic, descrit com el punt d’unio

del substrat donador, el qual és un nucledtid unit a sucre, se situa a I'extrem C-terminal de la seqUéncia. Aquesta
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configuracié és inversa a la descrita tant per a MPN483 com per a GT-MG517, proteines que tenen el domini d’unié
per nucleotid a I'extrem N-terminal i el suposat domini d'unié per acceptor a I'extrem C-terminal, tal com es prediu
amb l'eina bioinformatica Pfam i es mostra en la Figura 6.2. Cal dir que Pfam és una base de dades amb gairebé
12000 families de proteines diferents (Octubre 2009) representades per alineaments multiseqiiéncia i HMMs
(Hidden Markov Models). Quan una seqiiéncia proteica objectiu es compara amb totes les families, el programa la

classifica en alguna d’elles, segons la similitud existent.

Dominis descrits per Pfam 24.0
http: //pfam.sanger.ac.uk/

-

199 366 398
Acholeplasma laidlawii

E-value = 3.4e-24

6 183 341

1
Mycoplasma pneumoniae

E-value = 1.3e-22
) 6 192 341
Mycoplasma genitalium
E-value = 2.7e-23
Glycos_transf_1: inclou proteines que transfereixen sucres units a UDP, ADP, GDP o CMP

Glycos_transf_2: inclou proteines que transfereixen sucres des de UDP-Glc, UDP-GalNAc,
GDP-Man o CDP-abequosa

Figura 6.2. Dominis Pfam predits per a les MGlcDG sintases de micoplasmes.

Per tal d'establir I'existencia d’'una hélix amfipatica equivalent en la seqléncia de GT-MG517 s’ha realitzat un
alineament entre les tres zones teoriques d’unié d’acceptor de les tres proteines: alMGS (1-198), MPN483 (184-341)
i GT-MG517 (193-341), utilitzant I'eina bioinformatica d'alineaments mdltiples CLUSTAL 2.0.12. A la Figura 6.3 es

mostren els resultats obtinguts.

CLUSTAL 2.0.12 multiple sequence alignment

MG517 [193-341 —-—mmmmmmmmmmmo o EDIPIWYP-MFFSSQKIVFIDVIGTNYFIRNDS-———-——-— 225
MPN483|184-341 ———————-- DLQFVNRFIEDIAVWEFP-IMFKAQKVLWIDVNGVNYYLRPNS————-—-—- 225
alMGS |1-198 MRIGIFSEAYLPLISGVVTSVVNLKEGLEALGHEVYVITPIPSKDKFENDPSVIRIPGWV 60
. . * . . .
MG517 [193-341 -LSTTISAPRYLNLIQCYEKLYVNLSQ-—--—-—---- NGSLASFIDPNHKIEARFWRRQM 274
MPN483|184-341 -ASTQKNSIKLLSFIEAYERLYFHLKK-—-—-————— VGKLADFIDPNNKIESRFWRRQA 274
alMGS [1-198 IPRKSLKGFRLVLFVKRYVRKMRKLKLDVVHIHTEFSMGKLGLAVAKKERIPSVYTLHTS 120
HE * o HEN *Lx, : I :
MG517 |193-341 FVWFALFSFEYFKKNFS-ESKKILEKL-—-—-—-—— FVFLEKNGVYERVFQTKNQGIYYI 324
MPN483|184-341 FIWFSFINVSWMKAEFE-QTKSVLQKL-—-—-—--- FDFMEANGIYDRVFTNKHHGIYLL 324
alMGS |1-198 YODYTHYVSKLLTRFAPNAAKKLAGKINNQYTKNCHMTIVPTKKIYDKMIRLKHDGEFTI 180
. .. . . % . * . . .. e K e o oo . * . *
MG517 ]1193-341 WVQRLKYFKHVLESKSDN 341
MPN483(184-341 WVNRLKHFKKLVQAQPHL 341

alMGS [1-198 IPSGINLKPFYKSSYTSE 198

Figura 6.3. Alineament multiple de les zones d’uni6 d’acceptor de les glicosiltransferases de micoplasmes.
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Les seqliéncies marcades en vermell de la MGIcDG sintasa d’Acholeplasma corresponen a dues hélix amfipatiques,
de les quals la primera delles és la que s’ha comprovat experimentalment que és capa¢ d'interaccionar amb
membranes [Lind, J., et al, 2007]. Pot observar-se com aquesta s’ha conservat en gran part en les seqiiencies tant
de MPN483 com GT-MG517.

Per aquestes mateixes zones de les glicosiltransferases s’ha realitzat un analisi de la seva hidropaticitat. De les
multiples escales per avaluar aquesta propietat que existeixen, la més habitual és I'escala de Kyte i Doolittle, segons
la qual com més hidrofobic és un aminoacid, més elevat és el valor que li correspon en I'escala. Aixi, 'aminoacid
més hidrofobic és I'lle amb 4.5 i el més hidrofilic és Arg amb -4.5. A la Figura 6.4 es presenten les superposicions
dels perfils d’hidropaticitat per a les glicosiltransferases de Mycoplasma pneumoniae i Mycoplasma genitalium, el
perfil d’hidropaticitat per a la glicosiltransferasa d'Acholeplasma laidlawii i la superposicio dels tres perfils per a la

zona de I'hélix amfipatica marcada en vermell a la Figura 6.3.

2,500 -
2,000 JL |

1,500 - ;/ A

1,000 - \ (P\ﬂ

0,500 -

0,000 ] l 1 f\ (| ﬁ\ (’{ N N —— GT-MG517

WY ) N ' —— MPN483
-0,500140 N2 283{
-1,000
-1,500

-2,000 A
-2,500 -

Hidrofobicitat

2,500 ~
2,000 A
1,500 -
1,000 -
0,500 A

Hidrofobicitat
o
o
o
o

Zona de I’hélix amfipatica

2,000 A
1,500 A
1,000 -
0,500 A

— GT-MG517

0,000 : . . o
-0,500229 234 239 a9 |7 83
L o00 | —aMGS

41,500 1

-2,000 -
-2,500 -

Hidrofobicitat

Figura 6.4. Perfils d’hidropaticitat segons I'escala de Kyte i Doolittle per a les
glicosiltransferases de micoplasmes.

Pot observar-se com en tots els casos es fracta de zones amfipatiques, ja que el perfil passa de valors hidrofobics a

valors hidrofilics en pocs aminoacids. Ara bé, a la zona de I'hélix amfipatica de la MGIcDG sintasa d’Acholeplasma,
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sembla que GT-MG517 no presenta aquesta caracteristica, ja que la linia del perfil transcorre constant al voltant de
zero. Per contra, MPN483 té un perfil molt més semblant al de I'hélix d’Acholeplasma.

Pel que fa a l'estructura secundaria de GT-MG517, la prediccié realitzada mitjangant eines bioinformatiques s'ha
presentat anteriorment en el Capitol 4. A tall de recordatori es repeteix a la Figura 6.5. Mentre que a la zona
N-terminal del tedric domini d'unié del donador s’alternen zones de fulla plegada B amb zones d’helix o, estructura
denominada plegament de Rossmann i tipica de proteines que uneixen nucledtids, com és el cas de GT-MG517; a
la zona C-terminal hi predominen llargues heélix o, les quals si es considera el perfil d’hidropaticitat de la Figura 6.4,
poden considerar-se amfipatiques i, per tant, ser considerades com el possible punt d’'uni6 de la proteina amb la

membrana plasmatica.

Prediccid d’estructura secund aria per a GT-MG517
realitzada per 3D- Jury (MetaServer, hitp:/hioinfo.pl/meta/)

MDKLVEILVE CYKSKPFLERFFNSLLE QDLNQAK JDNVADE TYEVLQKFEKE HNNLATEVYC DEKQN

EGIGKVRDKLVNLV TTP DPDDCFNNENVIKEIVESIKK EDFD LOVLKBMYY LCFLKHDEI IKELP

LEKGIFQGR VELINNNNVNELNYI KNNDQY IWNIVINTDEFRE LNLTFESRLFED IPIWYPMEES BQIIV
DVIGTH RND SLSTITI SAPRYLNLIQCYE KLYVNLFQ NGELASFIDPNH KIEARFWRRQMEVHWE ALE

SFEYFKKNFSESKKILEKLEFVFLE KNGVYERVFQT KNQGIYYINVQRL KYFKHVLES KSDN

En blau: fulles plegades B

Envermell: hélix

En verd: Lys situades en hélix e

En groc: domini d'unié Pfam Glyces_Transf_2
En gris: zona hélix amfipatigues

Figura 6.5. Prediccio de I'estructura secundaria de GT-MG517.

La zona de GT-MG517 que s'alinea amb I'hélix amfipatica de la MGIlcDG sintasa d’Acholeplasma, la qual es troba
marcada amb un requadre a la Figura 6.5, es prediu majoritariament com una hélix o. Ara bé, segons el perfil
d’hidropaticitat, no es tracta d’'una hélix amfipatica, fet que genera dubtes a I'hora de considerar-la un possible punt

d'interaccié amb la membrana.
Una segona caracteristica comuna a les quatre glicosiltransferases de micoplasmes és el seu elevat punt isoeléctric
(pl), valor que encara augmenta més si només es considera la tedrica zona d’'unié a membrana, és a dir, I'extrem

N-terminal per a les sintases d’Acholeplasma i 'extrem C-terminal per a la de M. pneumoniae i la de M. genitalium.

Taula 6.1. Punt isoeléctric de les glicosiltransferases de

micoplasmes.
Glicosiltransferasa (compplleta) (N-ti Irm) (C-ti Irm)
alMGS 9.5 9.8 5.5
alDGS 9.4 10.0 6.4
MPN483 8.9 5.7 9.8
GT-MG517 9.2 9.0 9.4
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Aquests valors (Taula 6.1) constitueixen una diferéncia respecte les glicosiltransferases solubles, les quals en
general posseeixen uns pl menors [Lind, J., et al, 2007].

Els valors tan elevats de pl tenen la seva explicacié en la preséncia a la sequéncia d’'un elevat nombre d’aminoacids
carregats positivament, d’entre els que destaquen les Lys (K), marcades amb verd a la Figura 6.5 només aquelles
de la zona C-terminal de la proteina. Aquestes s’han proposat com a punts d’'unié amb la membrana plasmatica, ja
que amb la seva carrega positiva sén capaces d’establir interaccions electrostatiques amb els fosfolipids anionics
[Lind, J., et al, 2007].

Amb l'objectiu d’estudiar la interaccié amb la membrana de I'extrem C-terminal de GT-MG517 i com afecta aquesta
a l'activitat de la proteina, es decideix obtenir diferents formes trucades de la proteina. Els punts de tall escollits son
precisament les esmentades Lys. En concret, i per evitar 'eliminacié d'un nombre molt gran d’aminoacids, es
comenga amb 6 formes truncades obtingudes a partir de talls en les primeres 6 Lys de la seqliéncia, des de 'extrem
C-terminal. A més, s’inclou una setena forma truncada la qual consisteix Unicament en el domini d’unié predit per
Pfam i considerat el domini catalitic. A la Figura 6.6 es presenta la seqiiencia de GT-MG517 amb els punts de tall

marcats i a la Taula 6.2 es resumeixen les formes truncades que aquests generaran.

MDKLVSILVP CYKSKPFIKRFFNSLLK QDLNQAKI TFFNDNVADE TYEVLOKFKKE HNNLATEVYC
EGIGKVRDKLVNLYV TTPYFYFIDPDDCFNN KNVIKEIVESIKK EDFDLGVLEKSMVYTL.CFLKHDFITKFLP
LKGIFQGRVKLINNNNVNKLNYTI KNNDQY TWHNIVINTDFFRK LNIL.TFESRLFED IP?{]YQ];ME‘FS SQKIVF
IDVIGTNYFI RNDSLSTTIS APRYINILIQCYE KLYVNLSQNGSLASFIDPNH KIEARFWRROMFVHEALFE

SFEYFKKNFSES KKIL@ICLFVFLE]KNGVYERVFQ'I]KNQGIYYIWVQRI] KYQKHVI.E qKSDN
E297 E304 T35 L328 F331 §337

Figura 6.6. Talls dissenyats en la seqiiéncia de GT-MG517.

Taula 6.2. Formes truncades de GT-MG517.
Aminoacids Aminoacids

Forma truncada presents eliminats
FT1 - GT-MG517(1-337) 1-337 4
FT2 - GT-MG517(1-331) 1-331 10
FT3 - GT-MG517(1-328) 1-328 13
FT4 - GT-MG517(1-315) 1-315 26
FT5 - GT-MG517(1-304) 1-304 37
FT6 - GT-MG517(1-297) 1-297 44
FT7 - GT-MG517(1-197) 1-197 144

S'observa com per a la forma truncada corresponent al domini d'uni6 de nucledtid, GT-MG517(1-197), es deixen
alguns aminoacids més per no desestabilitzar I'estructura. D'altra banda, tots els altres talls es troben en zones en
les quals es prediuen hélix o, perd en aquest cas, l'objectiu ja és 'observacié de les afectacions en l'activitat

enzimatica d'una desestabilitzacié de la zona.
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A continuacio, es descriu el procés d’obtencié de les formes truncades anteriors, des de nivell d’ADN fins a la seva
expressio en E.coli com a proteines recombinants, la confirmacié de la seva identitat per MALDI-TOF i I'analisi de la

seva activitat com a glicosiltransferases productores de glicolipids.

6.2  Obtencid de formes truncades de GT-MG517 a nivell d’ADN

Fins al moment GT-MG517 s’ha expressat en E.coli des del vector pET517HisC, en el qual el gen mg517 es troba
en el vector pET-44b(+) entre les dianes de restriccid Nde I i Avr Il. Aquesta disposicidé permet afegir a la proteina

una cua de 6 His al seu extrem C-terminal, tal com s’ha explicat en el Capitol 4.

Per tal d’obtenir les desitjades formes truncades de GT-MG517 es decideix canviar la posicié de I'esmentada cua, ja
que com que els talls en la seqléncia es faran per I'extrem C-terminal, es creu més convenient treballar amb una
cua a l'extrem N-terminal fixa per totes les formes truncades. Per aquest motiu es subclona mg517 a un vector

diferent, el qual permeti la desitjada cua d’His a I'extrem N-terminal de la proteina.

6.2.1 Construccio del vector pET517HisN

El vector pET-15b(+) permet la introduccié d’'una cua de sis His a I'extrem N-terminal d'un gen que es trobi entre les
dianes Nde | i BamH I. A més de l'esmentada cua, el disseny del Multiple Cloning Site implica I'addici6 d’alguns

aminoacids extres a la proteina clonada entre les anteriors dianes, tal com es mostra a la Figura 6.7.

T7 promoter primer #59348-3
Bglll T7 promoter ’ lac operator Xba I rbs
AGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCEGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTIGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Neol His*Tag Ndel Xhﬂl BamH |

TATACCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCAL
MetGlySerSerHieHieHieHieHieHieSer Su"ly oul

GGCAGCCATATGE CATCCOGCTOCTAACAAAGCCCGA
ClySerH gﬂul\a..:l AspProflof lodsal yed ladrg

Lsuyolrofrgelyder
Bpuli02| thrombin T7 terminator
AAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTRCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTIGGEGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTE
ysGl f\\L.L.I_ euhlalla |L. hrAl B luGInEnd

T7 terminator primer #58337-3

Aminoacids extres a I'extrem N-terminal: MGESHHHHHHSSGLVPRGSH

Figura 6.7. Multiple Cloning Site del vector pET-15b(+).

L'obtencié del gen mg517 entre les dianes Nde | i BamH | té lloc a partir d'un vector construit anteriorment en el
projecte anomenat p517wt [Andrés, E., Tesi Doctoral, 2007]. La seva digesti6 amb els corresponents enzims de
restriccid Nde /i BamH [ genera el fragment que es lliga amb el vector pET-15b(+) digerit amb els mateixos enzims.
El procediment es descriu en el punt 8.3.1 de la Part Experimental. La seqiiéncia del vector resultant de la lligacié, el

qual s'anomena pET517HisN, es comprova mitjangant la seva seqlienciacié i es presenta a '’Annex 2.
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6.2.2 Expressi6 i purificacié de GT-MG517 a partir del vector pET517HisN

Totes les proves d'expressio i purificacid de GT-MG517 explicades en el Capitol 4 “Expressio i purificacio de
GT-MG517” s’han realitzat a partir del vector pET517HisC, el qual produeix la glicosiltransferasa de Mycoplasma
genitalium amb una cua d’His a I'extrem C-terminal. Per tant, els protocols optimitzats ho estan per aquesta proteina
i és necessari comprovar que sén també valids per a I'expressio i purificacio de GT-MG517 des del nou vector
pET517HisN.

Per aquest motiu es transformen cél-lules d’E.coli BL21 DE3 amb aquest vector i el vector d’expressié de les
xaperones, pGro7. Aquestes es fan créixer en un litre de medi LB i s'indueix I'expressié de GT-MG517 i les
esmentades xaperones seguint el protocol estandard (Protocol 9.1.4 de la Part Experimental). El pellet resultant del
cultiu crescut es resuspen en el tampé de solubilitzacié de composicié 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM
CHAPS i 20 % glicerol i les cél-lules es lisen mitjangant el seu pas per un disruptor cellular. L'extracte proteic que
conté GT-MG517 solubilitzada es recupera per centrifugacié i es carrega en una columna d'afinitat amb Ni2*. El
procediment que se segueix per a purificar GT-MG517 és I'establert com a estandard al final del Capitol 4 i utilitzat
per a l'obtencié de la proteina de la qual se n’ha estudiat I'activitat en el Capitol 5. Aixi doncs, un cop immobilitzada
a la columna, la proteina se sotmet a un canvi de tampd que n’elimina el detergent. Amb aquest nou tampé de
composicié 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl i 20 % glicerol, s’eliminen les impureses unides de forma
inespecifica a la columna mitjangant un petit gradient d’imidazole i, a continuacié, s’elueix GT-MG517 amb un grad

d’aquest (Protocol 9.2 de la Part Experimental).

A la Figura 6.8 es presenta el resultat de la purificacio. Si s'observa el perfil d'impureses que acompanyen
GT-MG517HisN, es comprova que és practicament equivalent al que s'obté amb el mateix protocol perd expressant
GT-MG517HisC (veure Figura 4.25). Cal recordar que en aquest cas s’ha establert que es tracta de productes de

degradacio de la propia proteina, fet que no s’ha comprovat en el cas de GT-MG517HisN.

Cromatograma de purificacid de GT-MG517HisN
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Figura 6.8. Cromatograma de purificacié de GT-MG517HisN.
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El que si que s’ha comprovat mitjangant la tecnica de MALDI-TOF és el pes molecular de la proteina purificada. En
aquest cas no s’ha realitzat una digestio triptica des d’'una banda d'un gel, sin6 que s’ha analitzat I'enzim en solucié.
A la Figura 6.9 es mostra el perfil obtingut, el qual és molt irregular degut a I'elevat contingut en sals del tampé final
en el qual es troba la proteina (20 mM HEPES, 500 mM NaCl i 20 % glicerol). Si GT-MG517 purificada amb una cua
d'His a 'extrem C-terminal t& un pes molecular de 41946.6 Da, la mateixa proteina perd purificada amb la cua d’His
a I'extrem N-terminal t& un pes superior degut als aminoacids extres que el disseny del vector inclou a la seqléncia,

fet comentat a la Figura 6.7. Aquest pes molecular és de 43044.8 Da.

Pes MALDI: 42751.2 Da
Pes teoric: 43044.8 Da
Error: 0.68 % (293.6 Da)
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Figura 6.9. Espectre de MALDI per a GT-MG517HisN.

El resultat de l'espectre de MALDI presenta un 0.68 % d'error a I'hora d'adjudicar el pes molecular de
GT-MG517HisN. Aquest fet pot tenir el seu origen en les sals presents en el tampé, les quals impedeixen una
correcta deteccid de la proteina. D’altra banda, podria pensar-se en la pérdua d'algun dels aminoacids inicials de la
sequiéncia proteica, per exemple metionina i glicina, els dos primers. Aquest processament donaria una proteina

amb 224 Da menys de I'esperat, un valor que tampoc coincideix amb la diferéncia establerta per MALDI.

Tot i la lleugera divergencia de pes molecular entre el resultat del MALDI i la seqliéncia tedrica de GT-MG517HisN,
es considera que la proteina purificada mitjangant cromatografia d'afinitat és I'esperada GT-MG517 amb la cua d'His
a l'extrem N-terminal i es creu que I'esmentada divergéncia té la seva explicaci6 en la matriu salina on es troba la
proteina.
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6.2.3 Producci6 de glicolipids per part de GT-MG517HisN

Finalment, abans de procedir a I'obtencié de les formes truncades de GT-MG517, cal comprovar que la proteina
amb la cua d'His a I'extrem N-terminal presenta la mateixa activitat que la que té la cua a I'altra extrem i amb la qual

s’ha treballat fins al moment.

A tal efecte es realitzen tres experiments diferents. En el primer d'ells s'estudien els glicolipids que produeix
GT-MG517HisN in vivo, és a dir, mentre es troba a les membranes d’'E.coli. En el segon s’analitzen els productes
generats ex vivo a partir d'extractes de cél-lules d’E.coli que expressen la glicosiltransferasa, els quals actuen de
font proteica en una reacci6 enzimatica. Finalment, en el tercer experiment es calcula I'activitat especifica in vitro, a

partir d'un extracte proteic que conté GT-MG517 solubilitzada.

Per a l'activitat in vivo s’extreuen els glicolipids de les membranes de cél-lules d'E.coli d'un cultiu on s’ha induit
I'expressié de GT-MG517HisN (Protocol 10.1 de la Part Experimental). Per a I'activitat ex vivo s'empra un extracte
de membranes de les mateixes cél-lules d’'E.coli com a font de GT-MG517HisN per a una reaccié enzimatica
preparada segons el métode d’analisi qualitatiu descrit en el Capitol 5 (Protocol 10.2 de la Part Experimental). Els

resultats dels dos experiments descrits es recullen a la Figura 6.10.

Analisi in vivo Analisi ex vivo

= <« MGIcDAG
«——— MGICDAG

<«—DGIcDAG
% <«— DGIcDAG

» <«———TGIcDAG
<«— TGIcDAG

- ik

Figura 6.10. Productes sintetitzats per GT-MG517HisN in vivo i ex vivo.

Es comprova que en ambdos casos GT-MG517HisN és activa i produeix els glicolipids observats en els experiments
equivalents realitzats amb GT-MG517HisC.

D’altra banda, la determinaci6 de I'activitat especifica de GT-MG517HisN en extracte es realitza a partir de I'assaig
radiometric descrit en el Capitol 5 del present treball. Un cultiu de cél-lules d’E.coli cotransformades amb
pET517HisN i pGro7 i induit segons el protocol 9.1.2 de la Part Experimental s'extreu amb el tamp6 20 mM HEPES
pH 8, 500 mM NaCl, 22 mM CHAPS, 10 % glicerol i I'extracte es recupera per centrifugacio. Aquest és la font
proteica per reaccions de condicions 20 mM HEPES pH 8, 20 mM MgClz, 20 mM CHAPS, 1.25 mM DOG, 12.5 mM
DOPG, 1 mM UDP-“C-Glc iT = 35 °C, en les quals la concentracio de proteina total es varia entre 7 i 18 ug de

proteina total.
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A la Taula 6.3 es presenta l'activitat especifica en extracte de GT-MG517HisN i, per tal de comparar valors, la de
GT-MG517HisC.

Taula 6.3. Activitat especifica de la
glicosiltransferasa en extracte.

Activitat especifica (U/mg prot tot)
HisN HisC
0.047+0.004 0.036+0.004

Es comprova com els valors sén en esséncia els mateixos, si es considera que en extracte per a GT-MG517HisC
s’ha establert un interval d’activitat especifica necessari perque els diferents batch presentaven diferéncies

significatives (0.036 — 0.052 U/mg de proteina total).

En conclusid, la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium expressada amb una cua d'His a I'extrem N-terminal
és equivalent a 'expressada amb la cua d'His a 'extrem C-terminal. Aixi doncs, és possible obtenir les formes
truncades de la proteina a partir del vector pET517HisN, per a continuacio procedir a I'analisi de la seva expressio i

activitat.

6.2.4  Estratégia de subclonacio per a I'obtencié de les formes truncades de GT-MG517

La construccio de les set formes truncades de GT-MG517 a nivell ' ADN es realitza a partir de 'amplificacid per
PCR del gen mg517 inserit entre les dianes Nde | i BamH | del vector pET-15b(+), és a dir, que el plasmidi

pET517HisN constitueix el motlle del procés.

Ndel BamHI Ndel BamHI
mgﬂ?{.[—aa?): 1014 bp mgﬂ?{l—ﬂs) 1948 hp
Ndel BamHl  Ndel BamHI Ndel BamHI
mgSI1-331} : 996 bp mg517{1-304} : 915 bp mgSI(1-197) : 594 bp
Ndel BamHl el BamHI

mg517{1-328} : 987 bp

mg517{1-297} : 894 bp

Digestia
Ndel i BamHI

forma truncada Frp—

J

Lligacis [

Wectar
d'expressid
forma
truncada

Digestia
Ndel i Bamhi

S i

Fragment pET-15b(+)]

Figura 6.11. Esquema del procés d’obtencié de les formes truncades de GT-MG517 a nivell d’ADN.

- 205 -




capitol &: Andilist funcional de Lextrem C-terminal de GT-MG517#

Una vegada amplificat en cada cas el fragment corresponent a la forma truncada, aquest es digereix amb els enzims
de restriccio Nde i BamH I, amb els quals també es digereix el vector pET-15b(+). La lligacié d’ambdés fragments,
és a dir, el de la forma truncada i el del vector, genera cadascun dels nous plasmidis que contenen les formes

truncades a nivell d’ADN. A la Figura 6.11 es mostra un esquema del procediment.

6.2.4.1 Disseny dels encebadors

Per tal d’obtenir els diferents fragments del gen mg517 que generen les diverses formes truncades de GT-MG517
s'utilitza la técnica de PCR. Els encebadors necessaris per a I'amplificacié de 'ADN s’aprofiten per a la incorporacio
a la seqliéncia que s’amplifica de les dianes dels enzims de restriccid que serviran per a la seva posterior lligacié a

altres fragments d’ADN.

Les formes truncades de GT-MG517 s’obtenen a partir d'un Unic encebador directe, el qual és complementari a la
part inicial del gen mg517 i incorpora la diana de I'enzim de restriccid Nde I, i set encebadors reversos diferents, els
quals s6n complementaris a la part final de la forma truncada corresponent i incorporen d’una banda, un codé de
parada perqué en el moment de la transcripcié la maquinaria d'E.coli identifiqui el final del gen i de l'altra, la diana de

I'enzim de restriccié BamH I. A la Taula 6.4 es presenten les seqiiéncies de tots els encebadors.

Taula 6.4. Encebadors dissenyats per a la construccio de les formes truncades de GT-MG517.

Encebador Caracteristiques
Longitud Longitud
to%al comple%entéria .I(-f,‘g')" (k:a(;mol)
(bp) (bp)
Directe per a totes les formes
5-TGGGAATTCCATATGGATAAACTTGTTAGTATATT-3 35 26 60.0 -54.3
Nde |
Revers per a mg517(1-337)
5-GTCGGGGATCCTTAAGATTCCAAAACATG-3 29 15 64.2 -50.6
BamH |
Revers per a mg517(1-331)
5-GTCGGGGATCCTTAAAAATATTTTAGTCGCT-3’ 31 17 62.6 -54.3
BamH |
Revers per a mg517(1-328)
5-GTCGGGGATCCTTATAGTCGCTGTACCCAAA-3 31 17 67.5 -55.8
BamH |
Revers per a mg517(1-315)
5-GTCGGGGATCCTTATGTTTGAAAAACACGT-3’ 30 16 65.3 -52.5
BamH |
Revers per a mg517(1-304)
5-GTCGGGGATCCTTATTCCAAAAAAACAAATAG-3 32 18 64.1 -55.8
BamH |
Revers per a mg517(1-297)
5-GTCGGGGATCCTTATTCAAGAATTTTTTTTG-3 31 17 63.5 -54
BamH |
Revers pera mg517(1-197)
5-GTCGGGGATCCTTAGATTGGTATATCTTCAAA-3 32 18 63.2 -53.3
BamH |

Dins de les seqléncies dels encebadors, les bases marcades en negreta constitueixen la zona complementaria a la

cadena motlle i les marcades en gris son el codé de parada. La temperatura de fusio és aquella que es té en compte
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a I'hora d'establir la temperatura d’hibridaci6é en la PCR i finalment, es presenta també I'energia d’hibridacié de
I'encebador amb I'’ADN motlle. Cal dir que per tots els encebadors s’ha comprovat que I'energia de formacié tant
d’homodimers com d’heterodimers constitueix menys d'un 10 % de I'energia d’hibridacio de I'encebador amb el seu

motlle.

6.2.4.2  Obtencio de les formes truncades de mg517 per PCR

La reaccio de PCR que permet obtenir les formes truncades del gen mg517 té lloc segons el protocol 8.3.2 de la
Part Experimental. A la Figura 6.12 es presenta el gel d'agarosa on poden observar-se les amplificacions obtingudes

en cada cas.

M FT1 FT2 FT3 FT4 FT5 FT6 FT7

1014 bp —» - 894 bp

«—— 594 bp

Figura 6.12. Amplificacié per PCR de les formes truncades de mg517. Temperatura
d’hibridacié: 58 °C per a totes les formes truncades.

Pot observar-se com s’ha treballat per a totes les formes truncades amb la mateixa temperatura d’hibridacié, 58 °C.
Aquesta es troba 2 °C per sota de la Twusic de I'encebador directe, el qual posseeix la Tuss menor de tots els
encebadors dissenyats i és, per tant, qui marca la Thiridacio. En el gel d’agarosa s’aprecia que s’ha produit
amplificacié per a totes les formes truncades, generant bandes de pesos moleculars que van d’entre 1014 bp per a
la FT1 a 594 bp per a la FT7 (veure tots els pesos a la Figura 6.11). Tot i treballar amb un percentatge d’agarosa
superior a I'1 % habitual (1.7 %), és dificil apreciar les diferéncies de pesos entre les bandes, ja que aquestes so6n

molt petites.

Les formes truncades amplificades es recuperen del gel d'agarosa mitjangant la seva extraccid i es digereixen amb
els enzims de restriccié Nde /i BamH [ en una digestio doble segons les condicions descrites en el protocol 8.3.1 de
la Part Experimental. Per recuperar els fragments digerits, es realitza una nova extraccio de 'ADN d’un gel

d'agarosa.

6.2.4.3  Construccio dels vectors finals d’expressio

Un cop es disposa de les formes truncades amplificades i digerides, cal obtenir el fragment del vector pET-15b(+) on

seran lligades.
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Inicialment, la digesti6 del vector s’ha realitzat a partir d’'una digestié doble amb els enzims Nde /i BamH I. Ara bé,
s’ha comprovat que I'esmentada digestid no és efectiva, ja que després de produir-se la reaccié de lligacié amb els
fragments de les formes truncades i 'analisi dels transformants, aquests unicament contenen el vector pET-15b(+)

relligat i el nombre d’insercions és nul.

L'explicacié per aquest fet es troba en I'enorme proximitat existent entre les dues dianes de restriccid en la
seqliéncia del vector pET-15b(+). Si s'observa el seu MCS, presentat en la Figura 6.7, s'aprecia que Unicament deu
bases separen una diana de l'altra. Aquest fet causa que en una digesti6 doble, els enzims es molestin entre si i no

puguin tallar correctament el vector.

Per tant, es procedeix a la digestio de pET-15b(+) mitjangant un protocol seqiiencial, en el qual primer el vector es
digereix amb BamH |, el fragment resultant es purifica a partir de la seva extraccié d'un gel d'agarosa i se sotmet a
una segona digestié, aquest cop amb Nde /. El fragment final es recupera també per extraccié d'un gel (Protocol
8.3.3.1 de la Part Experimental).

Abans de realitzar la lligacié entre el fragment del vector pET-15b(+) i les diferents formes truncades del gen mg517
es realitza un control de relligacié amb I'esmentat fragment, el qual déna un resultat negatiu, indicant que la digesti6

seqiencial talla de forma correcta el vector pET-15b(+).

Les condicions de la lligacio del fragment del vector pET-15b(+) i les formes truncades del gen mg517 es detallen en
el protocol 8.3.3.2 de la Part Experimental. El resultat de la lligacio s'utilitza per a la transformacié de cél-lules
d’E.coli DH50. competents i s'analitzen els transformants obtinguts per tal de comprovar la correcta insercié de les
formes truncades. Aquest analisi té lloc a partir de l'aillament de 'ADN plasmidic de cadascun dels transformants i
I's d’aquest com a motlle en una reacci6 de PCR amb els encebadors universals T7, els quals hibriden
respectivament al promotor T7 i al terminador T7 que tenen tots els vectors del tipus pET, com és el cas de
pET-15b(+) (Protocol 8.3.3.3 de la Part Experimental).

A la Figura 6.13 es presenta, a tall d'exemple, un gel d'agarosa que permet la visualitzaci6 de les bandes

amplificades per PCR d’alguns transformants.

F FMm FT4 FT3 FT&

MG - +- + - + + 4+ + +

1000 bp —»

mep

Figura 6.13. Comprovacio de I'obtencié d’algunes formes truncades
per PCR.
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S'observa com quan es produeix la insercié correcta de la forma truncada, s'amplifica una banda de pes molecular
variable segons la forma truncada per6 proxim als 1200 bp; en canvi, quan només té lloc la relligacié del vector, els
encebadors amplifiquen una banda molt petita de 230 bp aproximadament, corresponent a la zona existent entre el

T7 promotor i el T7 terminador en el vector original pET-15b(+).

Finalment, per tal de confirmar de forma inequivoca la inserci6 correcta de les set formes truncades del gen mg517
entre les dianes Nde | i BamH | del vector pET-15b(+), es sequiencien els plasmidis aillats dels transformants que

donen resultats positius en el control de PCR explicat anteriorment. Aquesta seqlienciacio es presenta a I'Annex 2.

Aixo doncs, un cop confirmades les seqtiéncies, es disposa ja de les formes truncades de GT-MG517 a nivell dADN

i en un vector d’expressié, a punt per a estudiar-ne la seva expressié en E.coli, la seva purificacio i la seva activitat.

6.3  Expressio i purificacié de les set formes truncades de GT-MG517

L'expressié i purificacié de les set formes truncades de GT-MG517 es realitza a partir de I'aplicacié del mateix

protocol desenvolupat per a GT-MG517HisC i comprovat com a valid també per a GT-MG517HisN.

Aixi doncs es co-transformen cél-lules d’E.coli BL21 DE3 amb el plasmidi pGro7 i el corresponent a la forma
truncada desitjada en cada cas. Notar que es continua co-expressant la proteina d'interes amb xaperones, ja que no
se sap com afectara a I'expressié I'eliminacio de part de la seqliéncia d'aminoacids i pot ser que la funci6 de les

xaperones continui sent requerida.

Les cél-lules cotransformades es fan créixer en un litre de medi LB i s'indueix I'expressio de la glicosiltransferasa i
de les xaperones segons el protocol 9.1.3 de la Part Experimental. El pellet cel-lular del cultiu induit es resuspén en
el tampd 20 mM HEPES pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol i les cél-lules es lisen mitjancant el seu
pas per un disruptor cellular. L'extracte proteic solubilitzat es recupera per centrifugacio i es carrega en una
columna d'afinitat per Ni2*. A continuacio, i mitjangant el pas d'un tamp6 de composicié 20 mM HEPES pH 8, 500
mM NaCl i 20 % glicerol, s’elimina el detergent CHAPS unit a la proteina immobilitzada a la columna. L’elucié
d'aquesta té lloc posterioment a partir de dos passos. En el primer s'eliminen les impureses unides de forma
inespecifica a la columna a partir d'un petit gradient d'imidazole i en el segon s'elueix la forma truncada

corresponent amb un gra6 d’imidazole (Protocol 9.2 de la Part Experimental).

A les Figures 6.14 i 6.15 es presenten els perfils de cadascuna de les cromatografies d’afinitat realitzades i els gels

de SDS-PAGE que permeten analitzar les fraccions de proteina obtingudes.

Tant per a la FT1 com per a la FT2, I'expressi6 de proteina es dona en uns nivells equiparables a I'expressio de la
glicosiltransferasa completa. El mateix pot dir-se del nivell d'impureses present a la mostra. Com es pot veure en els
gels de SDS-PAGE d’'ambdues purificacions, s'inclou un carril amb mostra d'aquesta forma completa per tal

d'intentar visualitzar la diferéncia de pesos moleculars. No obstant, aixd és molt dificil, ja que en el cas de la FT1, el
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nombre d’aminoacids eliminats és de 3, valor que equival a una disminucié en el pes molecular de 444.5 Da; i en el

cas de la FT2, els aminoacids eliminats sén 10, els quals corresponen a 1138.3 Da.

FT1 - GT-MG517({1-337) FT2 - GT-MG517 {1-331)
- M A3 HisH B9 ES B7 B6 M W o110 0 08
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Figura 6.14. Perfils de purificacié i gels de SDS-PAGE de les cromatografies de les formes truncades FT1, FT2, FT3 i FT4.

En el cas de la FT3, I'expressio proteica és molt pobre. Tot i aix0, les diferents fraccions obtingudes es concentren
per tal d'intentar determinar la preséncia de GT-MG517(1-328). Tal com s'observa en el segon gel de SDS-PAGE, la
forma truncada s’expressa de forma soluble, perd al mateix nivell de concentracié que les impureses que també

estan presents a les mostres i que en altres purificacions constitueixen components minoritaris.

Amb la FT4 ocorre quelcom semblant, tot i que en aquest cas la quantitat de forma truncada present en solucio6 és
més important. No obstant, la intensitat de les bandes d'impureses és del mateix nivell que la de la banda

corresponent a la forma truncada.

La purificacio de la FT5 és la que genera una quantitat inferior de proteina. Es considera que la banda que es marca
en el gel de SDS-PAGE és GT-MG517(1-304), pero per confirmar-ho, s'extreu i se sotmet a una digestio triptica, els

fragments de la qual s'analitzen per MALDI-TOF, tal com es descriu més endavant.

El nivell d’expressi6 de la FT6 es troba en un punt intermedi entre aquelles formes que s'expressen molt bé i

aquelles que presenten una expressié molt baixa. Si s'observa el primer dels gels de SDS-PAGE, s'aprecia que la
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intensitat de la banda de GT-MG517(1-297) no és molt important. Tanmateix, quan es concentren algunes de les
fraccions del primer gel, la banda de la forma truncada té una intensitat molt superior a la de les impureses que
I'acompanyen. En el gel on es visualitza aquesta concentracié s’ha carregat també la forma completa de GT-MG517.
En aquest cas si que és possible apreciar la diferencia entre les dues proteines, ja que la diferéncia de pesos

moleculars és de 5439.3 Da.

FT5 - GT-MG517(1-304)

FT6 — GT-MG517 {1-297)

FT6 corcentrada

i el PP PP D PP PP PO P Y Y DY Y Y S P

FT7 - GT-MG517(1-197)

Telololo|alo o Lo Ja fonones folen o] = | | ] m = | =

Figura 6.15. Perfils de purificacid i gels de SDS-PAGE de les cromatografies de les formes truncades FT5, FT6 i FT7.

Finalment, la FT7, corresponent al teoric domini d’'uni6 de la proteina, és la forma truncada que presenta una millor
expressio. Aquest fet podria explicar-se perqueé se li ha eliminat completament la zona d'interaccié amb la membrana
i s’ha convertit en una proteina soluble. Ara bé, aquest comportament no era previsible a priori, ja que es tracta
d'una forma truncada on s’han eliminat 144 aminoacids, fet que podria desestabilitzar per complet I'estructura

proteica i fer que la seva expressié com a forma soluble fos nulla.

6.3.1  Analisi per MALDI-TOF del pes molecular de les formes truncades de GT-MG517

La visualitzacié en un gel de SDS-PAGE de les diferents formes truncades purificades per cromatografia d'afinitat no
és suficient per a confirmar-ne la identitat, ja que si bé en alguns casos el gel permet observar les diferéncies de pes
molecular existents respecte la forma completa de la glicosiltransferasa, en altres aquesta diferéncia és tan petita

que resulta inapreciable.
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Figura 6.16. Espectre de MALDI de les formes truncades FT1, FT2, FT3i FT4.

La manera de confirmar la identitat de cada forma truncada és el seu analisi mitjancant la técnica de MALDI-TOF.
Aixi doncs, les mostres obtingudes directament després del procés de purificaci, o en algunes formes truncades, el
resultat del procés de concentracié amb centricon, s'utilitzen amb I'esmentat objectiu. Notar que totes les proteines
es troben en el tampo6 d'elucié de la columna d’afinitat, ja que no se sotmeten a dialisi. Per tant, una gran quantitat
de sal i imidazole les acompanyen. Aquesta és I'explicacié per a I'obtencié d’uns espectres amb un elevat soroll de

fons, especialment per aquelles mostres on la quantitat de proteina és menor.

Ala Taula 6.5 es recullen els pesos moleculars tedrics de totes les formes truncades i els que s’obtenen a partir del
MALDI, amb el corresponent percentatge d’error. Aquest en alguns casos és elevat, perd s'explica pel ja comentat

elevat contingut en sals de les mostres. Els espectres de MALDI enregistrats es presenten a les Figures 6.16i 6.17.
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Taula 6.5. Pesos moleculars teorics i reals de les formes truncades de

GT-MG517.
Forma truncada PIVI(BZ?riC PQ’IDSaI Error (%)
FT1 - GT-MG517(1-337) 42600.3 41744.8 2
FT2 - GT-MG517(1-331) 41906.5 417416 0.39
FT3 - GT-MG517(1-328) 41468 41497.9 0.07
FT4 - GT-MG517(1-315) 39805 39911.5 0.26
FT5 - GT-MG517(1-304) 394825 - -
FT6 - GT-MG517(1-297) 37605.5 37939.1 0.88
FT7 - GT-MG517(1-197) 25547.5 25468.4 0.31
FT6 - GT-MG517(1304)
g N g "FT50_D3 I USL, Smoctied
s
o]
]
o]
FT5 - GT-MG517(1297) FT7 - GT-MG517(1-197)

Peptids generats per la digestid triptica

Peptids generats per la digestid triptica marcats en la
seqiiéncia de la proteina

1 MAYVECEI' TS PCREHUVVEVY NPELHEGEPF APLLEENSES GLCENHNGRIT
51 TRHIGGCCHHED AYRTUDFEEN KDGIPAVVER LEYDPNESAN TALVLYEDGE
101 BRYTLAPHGL ERAGDQIOSGY DAATKPGHNTL PMENIPWGST VHNVEMEPGE
151 GGOLARSAGT YWIVAEDNGR YVTLRELESGE MREVEADCPR TLGEWNAEH
201 MUEVLCEAGL ATSFECVRPTY RCTAMNDPUDH DHCGCEGINE GEHPUTPURGY
251 QTEGEKTREN ERTDEFIVIR DREE

Figura 6.17. Espectre de MALDI de les formes truncades FT6 i FT7 i digestié triptica de la FT5

Tots ells confirmen I'obtencié de les corresponents formes truncades dissenyades per a GT-MG517. En el cas de la
FT5, proteina que s’ha analitzat mitjangant una digestio triptica, el resultat d’aquesta es presenta també a la Figura
6.17. Els diferents fragments que s'identifiquen corresponen a la seqiiéncia de la forma truncada, fet que corrobora
que la banda extreta del gel de SDS-PAGE és la de GT-MG517(1-304).

Per tant, es conclou que totes les formes truncades s'expressen en E.coli a partir dels plasmidis obtinguts segons

s’ha explicat en I'apartat anterior, de tal manera que és possible solubilitzar-les amb el tampé 20 mM HEPES pH 8,
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500 mM NaCl, 10 mM CHAPS i 20 % glicerol. Un cop solubilitzades, totes elles poden ser purificades en major o

menor mesura mitjangant cromatografia d'afinitat i la seva identitat ser confirmada per MALDI-TOF o digestié triptica.

El segiient pas, doncs, és I'analisi de I'activitat de cadascuna d’elles, informacié que permetra establir una relacio

entre la longitud de la proteina i la seva funcionalitat.

6.4  Analisi de I'activitat in vivo de les formes truncades de GT-MG517

Per tal d’establir si les formes truncades de GT-MG517 dissenyades amb l'objectiu d'estudiar la influéncia de
I'extrem C-terminal de la proteina en l'activitat sén funcionals, es decideix analitzar si sén capaces d'induir la

produccio6 de glicolipids en les cel-lules d’E.coli que les expressen.

A tal efecte, s'analitza el contingut en glicolipids d'una mostra de cél-lules d’E.coli dels mateixos cultius que s’han
emprat per a la purificacio de les formes truncades. D'aquesta manera s’assegura la preséncia de cadascuna de les
proteines en una forma solubilitzable pel tamp6 d’extraccio, ja sigui amb més o menys quantitat, com s’ha comprovat
en les diferents purificacions. Amb aquest procediment se suposa que si la proteina es pot solubilitzar, es troba
correctament plegada i pot ser funcional, en cas que I'eliminacié dels aminoacids que I'ha generat no hagi afectat la

seva activitat.

L'analisi dels glicolipids té lloc segons el protocol 10.1 de la Part Experimental, a partir de la seva extracci6 de les
cellules d’E.coli provinents de 10 mL de cultiu induit. El resultat per a cadascuna de les formes truncades es

presenta a la Figura 6.18.

E -

MGIcDG —L»
<
DGIcDG —> . . ’ <«— PE
: «— PG+CL

TGleDG —— - 3

— 2 x e . » » L 4 ®

MG517HisN FT1 FT2 FT3 FT4 FTS FT6 FT7

Figura 6.18. Analisi dels glicolipids produits per les diferents formes truncades de GT-MG517.

S'observa com Unicament son actives, a més de la forma completa de la proteina, les formes truncades
GT-MG517(1-337) i GT-MG517(1-331), és a dir, FT1 i FT2. La resta de proteines han perdut la capacitat de sintesi
de glicolipids i en les corresponents capes fines només es distingeixen els lipids propis d’E.coli que s'extreuen en el

procés i que son PE (fosfatidiletanolamina) i una mescla de PG (fosfatidilglicerol) i CL (cardiolipina).
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Aixi doncs, es conclou que els 10 ultims aminoacids de GT-MG517 no influeixen en I'activitat de la proteina, com a
minim en l'aspecte qualitatiu que permet establir 'analisi de glicolipids anterior. Cal dir que no s’han realitzat
mesures quantitatives de I'activitat de les formes truncades FT1 i FT2, perd que si s'observa la intensitat de les
taques de MGIcDG i DGIcDG presents en les respectives mostres, no presenten diferéncies respecte la dels
glicolipids de la proteina completa. Es a dir, que I'eliminacié dels esmentats 10 aminoacids no altera la relacié
MGIcDG/DGIcDG en els productes que sintetitzen les formes truncades, fet que permet hipotetitzar que aquests

residus no sén necessaris per tal que la glicosiltransferasa porti a terme la seva funcié.

Pel que fa a les altres formes truncades, el fet que hagi estat possible la seva purificacié d'un extracte soluble,
implica que tedricament es troben ben plegades quan es troben a la membrana d’E.coli i que, per tant, si no
presenten activitat és perqué els aminoacids eliminats en les seves sequéncies resulten essencials per a la seva
funcié. Tanmateix, caldria comprovar la hipotesi del plegament de les formes truncades purificades, mitjangant, per
exemple, la realitzacio de perfils de desnaturalitzacié amb urea o I'enregistrament dels espectres de dicroisme

circular de cadascuna de les formes.

6.5 FT7-MG517(1-197): hipotétic domini catalitic de GT-MG517

La preparacio de la forma truncada GT-MG517(1-197) s’allunya una mica de I'objectiu de les altres formes truncades
dissenyades, que és 'estudi del paper de I'extrem C-terminal de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium en

la seva activitat i interaccié amb la membrana.

En el cas de FT7, la proteina s’ha tallat de tal manera que Unicament s’ha conservat la seqiiencia del domini d’uni6 a
nucleotid descrit amb I'eina bioinformatica Pfam (Figura 6.2), el qual es considera el centre catalitic de 'enzim. La
proteina resultant del tall és una estructura sense cap element que li permeti associar-se a la membrana plasmatica,
ja que se li han eliminat les hélix o de I'extrem C-terminal riques en Lys i possiblement amfipatiques. Aixi doncs, no
és sorprenent que pugui obtenir-se en una forma soluble. Tanmateix, el protocol utilitzat per a la seva purificacio
presenta elements necessaris per a proteines que si que interaccionen amb la membrana, com sén les xaperones i

el detergent i glicerol del tamp, elements que potser no sén realment requerits per la forma truncada.

D’altra banda, l'interés que presenta FT7 és evident, ja que es tracta de I'hipotétic domini d'unié de GT-MG517 per al
seu substrat donador. Es desconeix si la manca d’activitat enzimatica és deguda a un plegament erroni o si el tall
d’'una part de la seqiiéncia ha deixat a la proteina sense el domini d’uni6 del seu substrat acceptor i, per tant, no es
pot donar la reacci6 de sintesi de glicolipids. També hi hauria la possibilitat que la unié amb la membrana a través
de I'extrem C-terminal provoqués un canvi conformacional en el domini catalitic que el convertis en actiu. En aquest

cas, FT7 hauria perdut 'esmentada possibilitat d'interaccié i, en conseqléncia, la capacitat de sintetitzar glicolipids.

No obstant la manca de funcionalitat de FT7, la seva cristal-litzaci6 aportaria informacié sobre com s’acomoda el

substrat donador de GT-MG517 en el domini catalitic i quins sdn els residus clau per a I'activitat enzimatica. Per tant,
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es considera interessant aprofundir una mica més en el seu procediment de purificacio, amb I'objectiu d'obtenir

proteina en unes quantitats i d'una puresa que permetin plantejar-se la seva cristal-litzacio.

Com ja s’ha comentat, I'abséncia en FT7 de la hipotética zona d'interaccié amb la membrana porta a pensar que les
xaperones no son necessaries per a la seva expressio i que la seva solubilitzacié no requereix cap detergent ni
tampoc glicerol. Per tal de comprovar si aquesta hipotesi és certa, es procedeix a I'expressié de la proteina a partir
de cél-lules d’E.coli BL21 DE3 Unicament transformades amb el plasmidi corresponent a la forma truncada, és a dir,
pET517HisN(1-197). Aquestes céllules es fan créixer en un litre de medi LB i I'expressio i extraccié de la
glicosiltransferasa es realitza segons el protocol descrit en el punt 9.1.5 de la Part Experimental. EI tampé
d’extraccié no conté detergent ni glicerol. La seva composicié és 20 mM HEPES pH 8 i 500 mM NaCl. El protocol de
purificacié es manté com en les altres formes truncades. Per tant, primer es realitza un gradient d'imidazole curt, el
qual elimina impureses unides inespecificament a la columna, per a continuacié procedir a eluir la forma truncada

amb un grao d'imidazole (Protocol 9.2 de la Part Experimental).

A la Figura 6.19 es presenta el cromatograma resultant de 'esmentada cromatografia. S’observa com el procés de
purificacié de FT7 aconsegueix aillar una gran quantitat de proteina, si bé aquesta presenta dues impureses que

I'acompanyen, de les quals la de pes molecular superior és molt important.

M FT A3 B7 B6 B5 B4 B3 B2

2800

2000

1500

- blsoholadsshollaolel dif bid bud oo

o 20

Figura 6.19. Purificaci6 de FT7 expressada sense xaperones i solubilitzada
sense detergents.

A partir d'aquests resultats es realitzen dues actuacions de forma paral-lela. Per una banda, s’extreu del gel de
SDS-PAGE I'esmentada banda corresponent a la impuresa de major pes molecular, se sotmet a una digestié triptica
i els fragments generats s'analitzen per MALDI. De l'altra, la mostra obtinguda després de la cromatografia d’afinitat

es carrega a una columna de gel filtracid, per tal d'intentar separar les impureses que acompanyen a FT7.

Cal dir que, tot i que al llarg del treball s’ha demostrat que les mostres que contenen GT-MG517 no se separen bé

mitjangant cromatografia de gel-filtracio, es creu que aixd és degut als agregats que es formen degut a interaccions
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hidrofobiques entre I'extrem C-terminal de diverses unitats de proteina, les quals s'organitzen d’aquesta manera per
tal d'aconseguir un grau destabilitat major. En el cas de FT7, l'eliminacié de I'esmentat extrem C-terminal fa
impossible 'establiment de les interaccions anteriors. Per tant, s'espera que la cromatografia de gel-filtracié funcioni

en aquest cas.

La columna que s'utilitza és la ja utilitzada en altres ocasions al llarg del treball, una XK 16 Superdex™ 200 de GE
Healthcare empaquetada en el laboratori. EI tampd d’elucié de la cromatografia és el mateix en el qual es troba FT7
després de la columna d'afinitat, perd sense imidazole; és a dir, 20 mM HEPES pH 8 i 500 mM NaCl. La mostra es
carrega sense haver-la sotmés a un procés de dialisi i per tant, conté una gran concentracié d'imidazole. Es
procedeix d’aquesta manera perque I'eliminacié de 'imidazole provoca la precipitacié de la forma truncada, encara
que aquesta es faci de forma progressiva al llarg de la dialisi. Segurament la disminucié de la forca ionica del medi
és la causa per la qual la proteina es desestabilitza i precipita, fet que posa de manifest que I'estabilitat de FT7 no és
comparable a la de la proteina completa, com, d’altra banda, és esperable degut a la gran quantitat d’'aminoacids

que se li han eliminat.

A la Figura 6.20 es presenta el resultat de la cromatografia de gel-filtracio, la qual s’ha eluit amb un flux de 0.2

mL/min.
M D16 E4 E6 E8 E10E12 E14
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" ’ B ’
- . o e e
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25.5 kDa
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. _l ) |
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=0 215kDa
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Figura 6.20. Cromatografia de gel-filtracié de FT7 préviament purificada per IMAC.

Com es pot veure en el perfil cromatografic i en els gels de SDS-PAGE que 'acompanyen, la columna de gel-filtraci6
no és capag de separar FT7 de les impureses que 'acompanyen. De fet, el contingut de les fraccions analitzades

posa de manifest que els diferents pics que s’aprecien tenen composicions equivalents, si bé, segons la calibracié
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de la columna realitzada amb proteines de pes molecular conegut eluides en el mateix tampd que la mostra, els
seus pesos moleculars sén diferents. Sembla, doncs, que FT7 forma agregats en solucid, de la mateixa manera que
ho fa la proteina completa. Per tant, la hipotesi de la formacié d’aquests agregats a partir de I'extrem C-terminal
hidrofob de I'enzim perd forga davant de 'esmentat resultat. Si bé no pot descartar-se que en la proteina completa al

menys una part dels agregats tinguin aquesta naturalesa, en la forma truncada aquesta associacié és impossible.

L’estudi de la impuresa majoritaria de la mostra de FT7 aporta, perd, informacié important per tal de determinar la
naturalesa dels agregats que s'observen a partir de la cromatografia de gel-filtracié. La seva digesti6 triptica i analisi
dels corresponents péptids per MALDI-TOF (veure Figura 6.20) permeten observar com I'esmentada impuresa és
exactament la propia forma truncada, ja que tots els péptids que es detecten corresponen a la seva seqiiéncia. De
fet, si es calcula el pes molecular de la impuresa en el gel de SDS-PAGE de la Figura 6.19 s'obté un valor de 50
kDa, el qual correspon al pes d’'un hipotétic dimer de la forma truncada, que recordar posseeix un pes molecular de
25.5 kDa. Pel que fa a la impuresa de pes molecular més baix que FT7 (PM calculat de 9 kDa), podria tractar-se
d'un producte de degradacié de la forma truncada, tal com s’ha observat que ocorre en les mostres de
GT-MG517HisC solubilitzades amb CHAPS. Tanmateix caldria confirmar aquesta hipotesi realitzant la seva digestio

triptica i identificant els péptids resultants per MALDI.

Péptids generats per la digestio triptica de la impuresa

2

Péptids generats per la digestié triptica marcats enla
seqliénciade laFT7

1 MDELVEILVP CYESKPFLER FFHNSLLEQDL NOLEIIFFMND MNVADETYEVL QEFEEEHNNL &0
61  AIEVYCDEQN EGIGEVREDEL VHNLVTTPYFYT FIDFDDCFNN ENVIEEIVES IKEEDFDLGYV 120
121 LESMVYLCFL EHDFIIEFLP LEGIFOQGRVE LINMMNVIEL WNYIENNDOQYI WHNIVINTDFF 180
181 RELMLTFEZR LFEDIPI

Figura 6.21. Identificacié per MALDI de la impuresa de major pes molecular de FT7.

Amb la identificacié de la impuresa majoritaria de FT7 com un dimer de la forma truncada, es poden explicar els
agregats solubles que es distingeixen en la cromatografia de gel-filtracid. Segons els pesos moleculars calculats i
mostrats en la Figura 6.20, el dimer que apareix en el gel de SDS-PAGE correspondria al menor agregat que forma
FT7 (52 kDa), ja que tots els altres pics tenen pesos moleculars que impliquen graus d’associacio superiors, els

quals poden incloure també la segona impuresa de la forma truncada. Tanmateix, el fet que el dimer pugui distingir-
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se en un gel de SDS-PAGE implica que és altament estable, ja que les condicions desnaturalitzants del gel no sén

suficients per destruir-lo.

La manera com FT7 és capag de generar un dimer i altres agregats es desconeix. La seqiiéncia de la proteina conté
un nombre parell de Cys, quatre en concret. Alguna d'elles podria ser la responsable de la formacié del dimer a
través de I'establiment d’'un pont disulfur amb una segona molécula de proteina. També altres interaccions de
caracter electrostatic podrien mantenir agregats solubles de FT7, iguals com la proteina completa és capag de

formar.

El fet que I'eliminaci6 de I'extrem C-terminal de la seqiiéncia de GT-MG517 no disminueixi la seva tendencia a
agregar-se implica que no és aquesta part de la proteina la responsable de I'agregacid, tal com es podria pensar
degut a l'elevat nombre de Lys presents en ella i en l'estructura predominant d’hélix .. Es possible que les hipotesis
realitzades per a GT-MG517 no siguin valides, com sembla que apunten les evidéncies experimentals. La
modelitzacio de I'estructura proteica de GT-MG517 podria donar molta informacié sobre com la proteina forma els
agregats detectats i si la seva formacié es troba relacionada amb la interacci6 de la proteina amb la membrana.
També aportaria llum a la localitzacié dels dominis d'unio tant del substrat donador com de I'acceptor en el si de la

sequéncia.

6.6  Conclusions

Davant la possibilitat que I'activitat de GT-MG517 estigui condicionada per la seva interaccio amb la membrana, tal
com ocorre en les glicosiltransferases que sintetitzen glicolipids en altres micoplasmes com Acholeplasma laidlawii,
s’ha decidit estudiar 'esmentada interaccié, que en el cas de GT-MG517 es pensa té lloc mitjangant la part

C-terminal de la seqiiéncia de la proteina.

Tot i I'estudi de la cadena polipeptidica de la glicosiltransferasa de Mycoplasma genitalium a partir de diverses eines
bioinformatiques, no es pot establir una hipotesi forta dels punts a través dels quals I'enzim entra en contacte amb la
bicapa lipidica. Donat que les hélix amfipatiques del seu extrem C-terminal s6n molt riques en Lys i aquests residus,
degut al seu caracter basic es descriuen com a possibles zones d'interaccié amb lipids anionics de membrana, es
decideix tallar la seqiiencia per aquests punts i aixi poder observar com I'eliminacié d’un hipotétic punt d’ancoratge

afecta I'activitat enzimatica.

Aixi doncs, es dissenyen set formes truncades diferents de GT-MG517, sis obtingudes a partir del tall de la

sequiéncia per una Lys de I'extrem C-terminal i una on només es conserva el tedric domini catalitic de I'enzim.

Cadascuna de les formes truncades s'insereix en un vector d’expressié que inclou una cua d’His a I'extrem
N-terminal de la proteina. La seva expressio té lloc a partir del protocol establert per a la proteina completa. Per tant,
inclou la coexpressio amb xaperones i 'extraccié de la membrana d'E.coli amb un tamp6 amb detergent i glicerol.

L'aillament de les formes truncades té lloc mitjancant cromatografia d’afinitat. Si bé els nivells d’expressié son
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variables segons la forma, per a totes elles s'aconsegueix I'obtencié de proteina soluble. Aquesta caracteristica
permet inferir que totes les formes es troben plegades de forma correcta quan son expressades en E.coli i, per tant,
lanalisi dels glicolipids presents en el bacteri que les expressa és un reflex directe de I'activitat de cadascuna

delles.

D’'aquesta manera s’estableix que els deu ultims aminoacids de GT-MG517 sén prescindibles per a la seva activitat,
ja que les formes truncades corresponents continuen tenint la capacitat de sintetitzar glicolipids. No obstant,
I'eliminacié d’'un nombre superior de residus, inactiva la proteina, ja sigui perquée aquesta perd el domini d’uni6 del

substrat acceptor o la possibilitat d’'unir-se a la membrana i ser activada per aquesta.

La forma truncada corresponent al domini catalitic de GT-MG517 presenta uns nivells molt elevats d’expressio amb
el protocol que inclou xaperones i I'extraccio amb detergent i glicerol, nivells que es conserven quan ambdds
elements s'eliminen. Aquest fet implica que I'eliminacié de les helix amfipatiques de I'extrem C-terminal de la
seqliéncia, augmenta la solubilitat de la proteina. Tanmateix, el que no canvia en aquesta forma truncada respecte
la proteina completa és la seva tendéncia a formar agregats solubles en solucié que no se separen per gel-filtracio.
En aquest cas és possible apreciar el dimer en un gel de SDS-PAGE, tot indicant una estabilitat superior d’aquest

agregat respecte dels altres que també s’observen.
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Conclusions

S’ha determinat que dels tres gens de Mycoplasma genitalium descrits com a glicosiltransferases, mg025,
mg060 i mg517, dos d’ells sén essencials per al desenvolupament del microorganisme, mg060 i mg517;

mentre que mg025 és prescindible.

S'ha determinat que els tres gens de Mycoplasma genitalium descrits com a glicosiltransferases es
transcriuen tant durant la fase exponencial de creixement del bacteri com durant la fase estacionaria,

independentment que es tracti de gens essencials o prescindibles.

S’ha comprovat que 'expressié de GT-MG517, glicosiltransferasa producte de mg517, en E.coli millora de
forma important en ser co-expressada amb un sistema de xaperones. Aquesta millora es tradueix tant en
un augment de la quantitat absoluta de proteina present a la cél-lula com en I'augment de la quantitat que
es pot extreure amb un tampd que conté detergent i glicerol i roman soluble i activa. Per tant, s’ha

establert la co-expressié amb xaperones com el protocol estandard d’expressié de GT-MG517 en E.coli.

S’ha desenvolupat un protocol de purificacié de GT-MG517 amb una cua d’His a I'extrem C-terminal
expressada en E.coli. Aquest protocol inclou I'extraccié de la proteina amb un tampd que conté detergent i
glicerol. S’ha comprovat necessaria la presencia d'ambdds components a partir de la comparativa del
poder extractor de diferents tampons, alguns amb el detergent triton x-100 i d’altres amb el detergent
CHAPS, i diferents concentracions de glicerol. S’ha establert com a tamp6 d'extraccié més eficient un de
composicié 20 mM HEPES pH 8, 10 mM CHAPS, 20 % glicerol, 500 mM NaCl. A partir de I'extraccié amb
aquest tampd, l'aillament de GT-MG517 es realitza mitjangant una cromatografia d'afinitat per Ni. El
métode desenvolupat que es considera proporciona una millor puresa a la vegada que una concentracié
de proteina elevada, immobilitza GT-MG517 a la columna i n’elimina el detergent amb un tamp6 de rentat
que no conté detergent pero si conserva una concentracio elevada de glicerol. Posteriorment, la proteina
s’elueix amb un grad d'imidazole. D’aquesta forma és possible recuperar GT-MG517 amb concentracions

al voltant de 5 mg/mL.

S'ha establert que la purificacié de GT-MG517 amb el metode anterior genera una soluci6 on la proteina

es troba en forma d’agregats solubles no separables mitjangant una cromatografia de gel-filtracié.

S’ha determinat que les principals impureses que acompanyen GT-MG517 son productes de degradacid

de la propia proteina.

S'ha dissenyat un assaig d’activitat per GT-MG517, aplicable tant quan aquesta es troba en un extracte
proteic amb altres proteines com quan s’ha purificat segons el métode anterior, basat en I'is d’'un substrat

radioactiu per I'enzim.
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e A partir de l'aplicaci6 de I'esmentat assaig, s’han determinat els parametres cinétics de GT-MG517, tant
quan I'enzim actua com a monoglicosildiacilglicerol sintasa com quan actua com a diglicosildiacilglicerol
sintasa. S’ha establert que la reaccié6 monosintasa és més rapida que la disintasa, fet que permet afirmar
que el producte monoglicosilat surt del centre actiu de I'enzim abans que aquest hi incorpori una segona
unitat sacaridica. També s’ha determinat que GT-MG517 pot emprar com a donadors tant UDP-Glc com
UDP-Gal, tot i que amb tots els acceptors provats, I'enzim és més rapid amb aquest Ultim. Quan actua com
a disintasa, 'enzim prefereix que 'acceptor posseeixi una galactosa a I'extrem no reductor, tot i que és
capag de glicosilar un acceptor que contingui una glucosa en aquesta posicié. Aquesta és la principal

diferéncia entre GT-MG517 i la glicosiltransferasa equivalent en Mycoplasma pneumoniae.

e Shan produit set formes truncades de GT-MG517, en les quals s’han eliminat aminoacids de I'extrem
C-terminal de la proteina, hipotética zona d'interaccié amb la membrana. Una de les formes truncades
correspon al tedric domini d'unié de nucledtid descrit per a la proteina i considerat el possible centre d'unié
del substrat donador. Cadascuna de les set formes truncades s’ha expressat en E.coli, s’ha purificat per
cromatografia d'afinitat per Ni i se n’ha determinat el pes molecular per espectrometria de masses. S’han
analitzat els glicolipids produits per cél-lules d'E.coli que expressen cadascuna de les formes truncades i
s’ha establert que I'eliminacié de més de 10 aminoacids de I'extrem C-terminal de GT-MG517 inactiva la

seva capacitat de produir aquests compostos.

e Per a la forma truncada corresponent al tedric domini d’unié del substrat donador s’ha realitzat una
expressio sense xaperones ni detergents, tot obtenint una proteina soluble perd que forma igualment
agregats no separables per cromatografia de gel-filtracid, especialment un dimer tant estable que es
manté en un gel desnaturalitzant. Aquest fet permet afirmar que els agregats que forma la proteina
completa no es produeixen Unicament per la zona C-terminal de la proteina, hipotética zona d'interaccid

amb la membrana i inicialment candidata a ser la responsable de I'agregacio proteica.
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